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Préambule 
 
 La fibrose est une complication des maladies chroniques quelles qu’en soit leur étiologie 
et le tissu concerné. C’est un processus cicatriciel qui survient en réponse à une destruction 
tissulaire. Elle se caractérise par un dépôt de matrice extracellulaire principalement constitué 
de fibres de collagène. Lors de pathologies chroniques, on observe une modification 
quantitative mais également qualitative de la matrice extracellulaire qui s’accumule 
progressivement dans le tissu lésé provoquant une désorganisation cellulaire, et à terme, une 
défaillance de l’organe. 
 
La matrice extracellulaire est synthétisée par les myofibroblastes qui jouent ainsi un rôle 
clé dans la fibrose. Ces cellules sont absentes des tissus en condition physiologique. Leurs 
précurseurs (e.g. les fibroblastes) sont activés par différents facteurs au cours des lésions 
chroniques et se différencient en myofibroblastes. Il existe plusieurs types de myofibroblastes 
dans le foie malade. Les myofibroblastes issus des cellules étoilées du foie sont les plus étudiés 
et jouent un rôle majeur dans la synthèse de la matrice extracellulaire. Une deuxième population 
de myofibroblastes hépatiques, généralement appelés myofibroblastes portaux, a récemment 
suscité beaucoup d’intérêt dans le domaine de la fibrose hépatique. Ces cellules sont encore peu 
étudiées et les outils pour les caractériser sont encore peu développés. 
 
La lésion chronique à l’origine de la fibrose mais également la fibrose elle-même 
entraîne une modification globale du microenvironnement cellulaire. Ces différentes 
modifications comme la forte demande de synthèse de matrice extracellulaire par les 
myofibroblastes, le stress oxydant ou encore l’inflammation vont entrainer une perturbation de 
la synthèse protéique dans les cellules. Le réticulum endoplasmique est l’organite responsable 
de la maturation et du repliement des protéines. Seules les protéines matures et correctement 
repliées vont quitter le réticulum endoplasmique. Lors de la fibrogenèse, la demande en 
protéines augmente ainsi que le flux de protéines immatures vers le réticulum endoplasmique, 
pouvant ainsi entrainer une surcharge de l’organite et un stress du réticulum endoplasmique. 
En réponse à ce stress la cellule déclenche une réponse adaptative que l’on appelle Unfolded 
Protein Response (UPR). Cette réponse a pour objectif de restaurer l’homéostasie du réticulum 
endoplasmique et le cas échéant d’induire l’apoptose de la cellule afin d’éliminer de 
l’organisme des cellules aberrantes. 
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La fibrose hépatique affecte aussi bien les populations des pays occidentaux que les 
populations des pays en voie de développement. Sa prévalence est en augmentation dans le 
monde et en dehors de l’éviction de la cause, aucun traitement ne permet de bloquer sa 
progression. Seul l’acide ursodeoxycholique utilisé pour le traitement des maladies hépatiques 
d’origine biliaire semble en mesure dans le cas de ces maladies, de ralentir la progression de la 
fibrose sans pour autant la bloquer complètement. 
 
L’objectif de ce travail de thèse a été d’une part de caractériser le modèle de culture des 
myofibroblastes portaux et d’autre part d’étudier le rôle du stress du RE sur le phénotype et les 
fonctions des MFPs. Enfin nous avons analyser l’effet de l’acide ursodeoxycholique considéré 
comme une molécule chaperonne, sur le stress du RE sur les MFPs. 
- Caractériser le modèle des myofibroblastes portaux isolés  
- Déterminer si les myofibroblastes portaux sont soumis à un stress du réticulum 
endoplasmique lors de fibrogenèse d’origine biliaire. 
- Déterminer l’effet du stress du réticulum endoplasmique sur les caractéristiques et les 
fonctions de myofibroblastes portaux. 
- Déterminer l’effet de l’acide ursodeoxycholique considéré comme une molécule 
chaperonne, sur le stress du réticulum endoplasmique dans ces cellules. 
 
Dans une première partie introductive nous rapporterons l’état des connaissances 
scientifiques sur la fibrose hépatique, les myofibroblastes portaux, le stress du réticulum 
endoplasmique et l’acide ursodeoxycholique. Puis dans une seconde partie nous exposerons les 
résultats des travaux. Pour terminer, dans une troisième partie nous conclurons et discuterons 
des résultats et des perspectives apportées par ces travaux. 
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Introduction 
 
Le foie est composé de plusieurs types cellulaires, parmi lesquels les hépatocytes sont 
les cellules majoritaires (70% des cellules du foie). Ils forment le tissu parenchymateux et 
assurent les principales fonctions hépatiques. Les autres types cellulaires, comportent : les 
cholangiocytes, (cellules épithéliales qui bordent les canaux biliaires) ; les cellules étoiles du 
foie et d’autres cellules mésenchymateuses telles que les cellules musculaires lisses et les 
fibroblastes des espaces porte ; les cellules de Kupffer, qui sont les macrophages du foie ; les 
cellules endothéliales des sinusoïdes, des veines portes et des branches de l’artère hépatique. 
 
Le lobule hépatique est l’unité fonctionnelle du foie. Il se compose de travées 
hépatocytaires formant des feuillets d’une à deux couches de cellules. Ces feuillets sont séparés 
les uns des autres par les sinusoïdes (figure 1). La triade portale se compose d’une branche de 
l’artère hépatique, d’une branche de la veine porte et d’un canal biliaire. Elle alimente trois 
lobules hépatiques en sang veineux et artériel et permet l’écoulement de la bile en provenance 
des lobules hépatiques. Le sang veineux se mélange au sang artériel dans les sinusoïdes qui se 
drainent dans la veine centrolobulaire. Les hépatocytes sont séparés des capillaires sinusoïdes 
par l’espace de Disse où ils émettent des villosités par lesquelles s’effectuent les échanges avec 
le sang des sinusoïdes. En parallèle des sinusoïdes, les canalicules biliaires forment un second 
réseau localisé entre deux travées hépatocytaires. Le flux de la bile, contrairement à celui des 
sinusoïdes, s’écoule de la zone périvasculaire vers le canal biliaire de l’espace porte formé par 
les cholangiocytes puis vers la vésicule biliaire. 
 
Le foie intervient dans le stockage des vitamines, la détoxification et dans le 
métabolisme des protéines, des glucides et des lipides. Il assure ainsi l’homéostasie de ces 
différents constituants de l’organisme. 
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Figure 1 : Le lobule hépatique, unité fonctionnelle du foie 
 
I) La Fibrose hépatique 
 
A) La fibrogenèse 
 
La fibrose est un processus cicatriciel qui survient en réponse à une lésion chronique. 
La sécrétion de matrice extracellulaire (MEC), principalement composée de fibres de 
collagènes, permet de combler le vide laissé par la destruction cellulaire causée par une lésion. 
La fibrose est un tissu inerte synthétisé par les myofibroblastes. Les maladies chroniques du 
foie sont de plus en plus fréquentes à travers le monde, aussi bien dans les pays en voie de 
développement que dans les pays occidentaux. La fibrose hépatique est un processus cellulaire 
dynamique, complexe et réversible. Le plus souvent asymptomatique elle conduit à une 
accumulation excessive de MEC dont la cirrhose est le dernier stade d’évolution (figure 2). La 
cirrhose s’accompagne de multiples complications comme l’hypertension portale, 
l’insuffisance hépatique voire l’apparition de carcinome hépatocellulaire (CHC). La 
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progression de la fibrose remplace petit à petit les hépatocytes détruits (1). Cette progression 
de la fibrose se caractérise par l’apparition de septa fibreux, dont le stade d’avancement est 
défini par le score METAVIR (tableau 1) (2). 
 
 
 
Figure 2 : Evolution naturelle de la fibrose hépatique (3) 
 
En condition pathologique, la MEC se compose de collagène I et III alors qu’elle est 
principalement constituée de collagène IV et VI en condition physiologique. Cette différence 
qualitative modifie les propriétés mécaniques, physiques mais aussi biochimiques de la MEC 
et contribue à la modulation de plusieurs fonctions cellulaires. La régulation de la MEC est 
assurée par les myofibroblastes. Ils sont impliqués dans la synthèse mais aussi dans la 
dégradation de la MEC lors de la phase de résolution (4). 
 
Score METAVIR Caractéristiques 
F0 Absence de fibrose 
F1 Fibrose portale et périportale, pas de septa fibreux 
F2 Fibrose portale et périportale, rares septa fibreux 
F3 Fibrose portale et périportale, nombreux septa fibreux 
F4 Cirrhose, fibrose annulaire délimitant les nodules de régénération 
 
Tableau 1 : Classification et description du score de fibrose METAVIR (2) 
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B) L’angiogenèse pathologique intra-hépatique 
 
L’angiogenèse est un processus physiologique permettant la formation de nouveaux 
vaisseaux à partir de vaisseaux pré-existants sous l’impulsion de facteurs pro-angiogéniques 
tels que le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). 
 
1) Angiogenèse et régénération hépatique 
	
L’angiogenèse est un processus important lors de la régénération hépatique. En effet, 
une augmentation de la densité des microvaisseaux a été clairement montrée associée à la 
régénération hépatique après hépatectomie partielle. Au contraire lorsqu’on inhibe 
l’angiogenèse, la régénération hépatique diminue de moitié (5). L’hépatectomie partielle 
entraîne une intense prolifération des cellules hépatiques, à l’origine de la régénération du foie, 
ce qui nécessite un apport important en oxygène et en nutriments. La vascularisation étant 
déficiente au début de la régénaration, les cellules hépatiques se retrouvent en hypoxie et vont 
alors synthétiser des facteurs de la famille Hypoxia Inductible Factor (HIF) impliqués dans la 
sécrétion du facteur angiogénique VEGF. Cependant ce modèle de régénération hépatique ne 
reflète pas le processus de régénération observé dans les maladies hépatiques chroniques. En 
effet, lors d’une maladie chronique du foie la régénération hépatique est influencée par 
différents facteurs comme la nécrose cellulaire, les cellules immunitaires ou encore 
l’inflammation (3). 
 
2) Angiogenèse et fibrose 
 
Il existe un processus angiogénique dit pathologique car persistant et aboutissant à la 
formation de vaisseaux ayant un phénotype différent des vaisseaux sains. Dans les maladies 
hépatiques, la régénération et la fibrose sont concomitants. En même temps que la régénération, 
la cicatrisation et l’inflammation sont rapidement activées afin de maintenir la fonction et la 
structure hépatique incluant le système sanguin et biliaire. En réponse à une lésion hépatique 
une activation de l’angiogenèse avec la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, de 
nouveaux sinusoïdes et un remodelage vasculaire a été montré (6). De plus la fibrose entraine 
une hypoxie du tissu hépatique qui augmente parallèlement à la progression de la fibrose (7, 8). 
Le dépôt excessif de MEC au cours de la fibrose crée une compression des vaisseaux sanguins 
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hépatiques entrainant une résistance au flux sanguin et donc une réduction du débit aboutissant 
à une hypoxie du tissu. Cette hypoxie va stimuler l’angiogenèse par différents mécanismes. 
Premièrement, par une augmentation de la transcription et de la traduction du facteur pro-
angiogénique VEGF synthétisé par les hépatocytes et les myofibroblastes en hypoxie (7, 8). La 
liaison du VEGF à son récepteur sur les cellules endothéliales va ainsi induire la formation de 
nouveaux vaisseaux. Deuxièmement, par la synthèse du Platelet Derived Growth factor (PDGF) 
impliqué dans la stabilisation des néo-vaisseaux par les péricytes. Cependant ces néo-vaisseaux 
sont immatures et donc inefficaces dans la résolution de l’hypoxie, ils sont à l’origine de shunts 
vasculaires au niveau des zones de régénération perturbant entre autres la communication 
cellulaire. Enfin, la formation des nouveaux vaisseaux induit par l’hypoxie entraîne une 
désorganisation de l’architecture tissulaire aggravant le phénomène d’hypoxie déjà présent. Ce 
cercle vicieux est responsable d’une hypoxie persistante et d’une stimulation de la fibrose (9). 
 
En effet, des études menées sur des modèles animaux de ligature de la voie biliaire 
principale (BDL) ou d’intoxication au tétrachlorure de carbone (CCl4) ont permis de corréler 
l’augmentation de l’angiogenèse avec la progression de la fibrose (10-13). Cette corrélation a 
également été démontrée chez les patients atteints par des maladies hépatiques comme 
l’hépatite virale C, la cholangite biliaire primitive (CBP) ou la cholangite sclérosante primitive 
(CSP). En outre, en fonction des différents modèles d’évolution de la fibrose (biliaire ou post 
nécrotique), l’angiogenèse peut influencer la progression de la maladie et affecter la 
réversibilité de la fibrose (6). L’environnement hypoxique va conduire notamment à la 
surexpression du facteur angiogénique HIF. De plus, il a été montré que l’expression de la sous-
unité HIF-1a est augmentée dans les hépatocytes issus d’un modèle de souris BDL. Ce facteur 
régule la synthèse des facteurs profibrosants comme le PDGF et le FGF-2 (14) ainsi que 
d’autres gènes impliqués dans l’activation des CEFs, la production de collagène et 
l’angiogenèse (11, 15, 16). 
 
3) Thérapie anti-angiogénique et fibrose  
	
Des stratégies visant à inhiber les récepteurs du VEGF et du PDGF ainsi que leurs voies 
de transduction ont été mises en œuvre dans les maladies hépatiques chroniques et ont montré, 
dans différents modèles, une diminution significative de la vascularisation hépatique, de 
l’infiltration inflammatoire et du dépôt de MEC. Ces effets ont été associés à une inhibition de 
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l’activation des CEFs et de la progression de la fibrose intra-hépatique (10, 17). Cependant il a 
été montré que l’inhibition in vivo de l’integrine alpha v beta 3 induisait une diminution de 
l’angiogenèse mais favorisait la progression de la fibrose dans deux modèles de fibrose 
hépatique suggérant aussi un possible rôle protecteur de l’angiogenèse vis à vis de la fibrose 
hépatique (18). Une autre étude a montré que, dans un modèle BDL, la résolution de la fibrose 
normalement observée après dérivation de la bile dans les voies digestives était inhibée par un 
traitement avec un anticorps neutralisant anti-VEGF (19). Bien que l’inhibition de 
l’angiogenèse semble être prometteur dans le traitement de la fibrose, ces résultats mettent en 
lumière un mécanisme beaucoup plus complexe et l’effet de cette inhibition sur la régénération 
hépatique à long terme est incertain. En effet, l’inhibition soutenue et complète de 
l’angiogenèse pourrait perturber le flux sanguin et l’apport d’oxygène et donc compromettre la 
régénération hépatique. Il existe un fragile équilibre entre l’angiogenèse nécessaire à la 
régénération hépatique et l’angiogenèse délétère favorisant la fibrose. 
 
II) Les myofibroblastes hépatiques 
 
A) Caractéristiques générales des myofibroblastes 
 
Les myofibroblastes sont présents dans tous les tissus pathologiques. Ils se caractérisent 
d’un point de vue morphologique par la présence en abondance de microfilaments du 
cytosquelette et par les jonctions fibronexus qu’ils forment avec la MEC leur permettant de se 
contracter et de remodeler la MEC. Les myofibroblastes expriment également des protéines 
spécifiques pouvant être utilisées comme marqueurs phénotypiques de ces cellules. La plus 
utilisée est l’actine musculaire lisse a (aSMA). Cette protéine est absente des précurseurs des 
myofibroblastes et uniquement exprimée après leur différenciation myofibroblastique (20). Les 
myofibroblastes combinent donc les propriétés des cellules fibroblastiques, c’est à dire la 
capacité de synthétiser la MEC et les propriétés contractiles de cellules musculaires lisses. 
Cependant les myofibroblastes n’expriment pas les marqueurs de cellules musculaires lisses 
comme la chaine légère de la myosine ou la smoothelin et se distinguent donc des cellules 
musculaires lisses (21). Lors de la différenciation myofibroblastique ces cellules acquièrent la 
capacité de synthétiser la MEC, de migrer, de se contracter et de proliférer. 
 
	10	
De manière générale, la cicatrisation se compose de trois phases : la phase 
inflammatoire, la phase proliférative et la phase de régénération. Durant la phase inflammatoire 
différentes cytokines et chimiokines sont sécrétées permettant ainsi le recrutement des 
fibroblastes qui vont, par chimiotactisme migrer vers la lésion. La seconde phase se caractérise 
par l’activation des fibroblastes avec l’acquisition de l’expression de l’aSMA puis ces cellules 
vont proliférer et synthétiser la MEC. Enfin durant la phase de régénération la MEC va être 
totalement remodelée par des enzymes protéolytiques, principalement des métallo-protéinases 
matricielles synthétisées par les myofibroblastes. Le collagène III est progressivement remplacé 
par le collagène I (22). Dans un contexte de pathologie aigüe, lorsque le tissu est suffisamment 
restauré les myofibroblastes entrent en apoptose. En condition chronique cette phase de 
résolution n’a pas lieu et entraine un dépôt de MEC anormal. La fibrose est donc un déséquilibre 
entre fibrogenèse et fibrolyse (23). L’activation myofibroblastique est régulée par une cytokine 
clé, le TGF-b. L’entrée en apoptose des myofibroblastes durant la phase de résolution est 
corrélée à une diminution locale de la concentration en TGF-b. Cependant en condition 
pathologique la sécrétion de cette cytokine persiste induisant une activation continue des 
myofibroblastes (24). 
 
Les signaux mécaniques, comme la rigidité de la MEC et sa composition, jouent 
également un rôle dans l’activation des myofibroblastes. La MEC est, en condition 
physiologique, un tissu souple et riche en fibrine. La culture de fibroblastes sur un support 
reproduisant ces caractéristiques montre une faible activation myofibroblastique (25). Au 
contraire, la rigidité tissulaire ou celle du support de culture est capable d’induire une activation 
myofibroblastique. De plus, la nature contractile des myofibroblastes induit une tension 
mécanique au niveau de la MEC conduisant à une diminution de son élasticité et donc à une 
augmentation de la rigidité de la MEC lors du processus de cicatrisation qui permet une 
stimulation de la différenciation myofibroblastique (26). A l’inverse, la diminution du stress 
mécanique entraine une augmentation de l’apoptose et une diminution de l’expression de 
l’aSMA et de la contractilité des myofibroblastes (27, 28). 
 
B) Origines des myofibroblastes dans le foie 
 
Comme ils sont absents de tout tissu sain, les myofibroblastes sont absents du foie sain. 
Ils apparaissent et s’accumulent en cas de pathologie du foie, de façon proportionnelle à la 
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fibrose. Les myofibroblastes du foie comme ceux des autres tissus, forment une population 
cellulaire hétérogène. Ils proviennent principalement de la transdifférenciation des cellules 
étoilées du foie et de cellules mésenchymateuses de l’espace porte, aboutissant respectivement 
à la formation des CEFs myofibroblastiques et des myofibroblastes portaux. Cependant, 
d’autres origines ont été proposées pour les myofibroblastes hépatiques comme les fibrocytes 
d’origine extrahépatique dérivant de la moelle osseuse. Ces cellules combinent les 
caractéristiques des cellules fibroblastiques et hématopoïétiques. Cependant elles ne 
représenteraient qu’un faible pourcentage des cellules hépatiques pour le collagène I (29) et 
leur rôle réel dans la fibrose hépatique n’est pas confirmé (30). Un processus de 
transdifférenciation de cellules épithéliales appelé transition épithélio-mésenchymateuse 
(TEM) a également été évoqué dans la genèse des myofibroblastes hépatiques. En effet, des 
études in vitro ont permis de mettre en évidence une diminution d’expression des marqueurs 
épithéliaux dans les hépatocytes et les cholangiocytes au profit de l’expression de marqueurs 
myofibroblastiques au cours de la fibrose (31). Néanmoins, des expériences de lignage 
cellulaire ont démontré que durant la fibrose hépatique, les myofibroblastes n’étaient pas issus 
d’une TEM (32, 33). Ces études n’excluent pas l’existence d’une TEM des cellules cancéreuses 
intervenant dans la progression tumorale (34). Les myofibroblastes hépatiques sont donc 
principalement issus des CEFs et des cellules mésenchymateuses de l’espace porte. 
 
C) Les cellules étoilées du foie 
 
1) Rôle des CEFs quiescentes 
 
Les CEFs ont été appelées de différentes façons (cellules de Ito ou encore lipocytes) par 
le passé. Dans un foie sain, les CEFs représentent 3 à 5% des cellules hépatiques (23). Ces 
cellules sont localisées dans l’espace de Disse, c’est à dire entre les sinusoïdes et les travées 
hépatocytaires, (figure 3) autour des cellules endothéliales sinusoïdales. A l’état normal, les 
CEFs sont quiescentes par opposition à un phénotype myofibroblastique dit « activé ». 
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Figure 3 : Localisation des cellules étoilées du foie (23) 
Les cellules étoilées du foie (en bleu) sont localisées dans l’espace de Disse entre les cellules 
endothéliales des sinusoïdes (en rouge) et les hépatocytes (en beige). 
 
A l’état quiescent, les CEFs jouent principalement un rôle dans le stockage de l’acide 
rétinoïque ou vitamine A. Elles assurent 80% des réserves en vitamine A de l’organisme (35). 
Cependant, de plus en plus d’études suggèrent un rôle des CEFs dans la physiologie hépatique. 
Les CEFs auraient des propriétés de cellules souches lors de la régénération hépatique (36). Par 
ailleurs, les CEFs participent à l’homéostasie de la MEC en assurant son renouvellement et 
interviennent dans la vasorégulation en tant que péricytes. En effet, leur localisation particulière 
autour des cellules endothéliales sinusoïdales leur permet de réguler les échanges 
intrahépatiques entre le sang des sinusoïdes et les hépatocytes en modulant le tonus vasculaire 
(23, 37, 38). Les CEFs agissent également sur les cellules endothéliales en les maintenant dans 
un état de différenciation sinusoïdale (39, 40). 
 
2) Activation myofibroblastique des CEFs 
 
L’implication des CEFs dans la fibrose hépatique a été décrite pour la première fois dans 
les années 70. Ces cellules ont été les premières identifiées comme étant une source de 
collagène dans le foie pathologique (41) et ont longtemps été considérées comme unique 
précurseur des myofibroblastes hépatiques (23). 
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La vitamine A contenue dans le cytoplasme des CEFs leur confère une faible densité, 
permettant la mise au point d’une méthode d’isolement standardisée. Les CEFs isolées vont se 
différencier spontanément en myofibroblastes sur des supports plastiques de culture cellulaire 
(42-44). L’utilisation de ce modèle de culture, dont on considère qu’il mime l’activation des 
CEFs in vivo, a permis de bien caractériser les mécanismes de différenciation myofibroblastique 
de ces cellules. Les facteurs déclenchant cette activation sont multiples. Ces sont des facteurs 
biologiques comme le LPS ou certaines cytokines, des facteurs physico-chimiques comme le 
stress oxydant, l’hypoxie ou encore mécaniques comme la rigidité tissulaire (23, 45). La 
différenciation myofibroblastique des CEFs se décompose en deux phases, la phase d’initiation 
ou pré-inflammatoire et la phase de perpétuation. La phase d’initiation induite par stimulation 
paracrine des CEFs par les cellules voisines, conduit à l’activation des CEFs, c’est à dire à 
l’acquisition d’un phénotype myofibroblastique. Durant la phase de perpétuation, les CEFs 
synthétisent la MEC, forment le tissu cicatriciel, et développent leur capacité de se contracter 
et de migrer sous l’effet de chemoattractants (23). 
 
Les études in vitro ont permis de proposer différents marqueurs des CEFs comme la 
desmine ou la Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) qui ont été utilisés pour étudier in vivo 
l’implication des CEFs dans la fibrose (46). Récemment, une étude de lignage cellulaire, 
reposant sur l’utilisation du promoteur de la protéine lécithine rétinol acétyltransférase couplé 
à la GFP comme traceur des CEFs, a montré que la majorité des cellules aSMA positives 
dérivaient des CEFs dans plusieurs modèles de fibrose (47). 
 
D) Les myofibroblastes portaux 
	
Une autre population de myofibroblastes hépatiques semble avoir un rôle déterminant 
dans la fibrose hépatique mais l’intérêt pour ces cellules appelées myofibroblastes portaux 
(MFPs) n’est que récent. Différents arguments plaident en faveur d’un rôle des myofibroblastes 
localisés dans l’espace porte. Ainsi, il a été mis en évidence des myofibroblastes hépatiques 
non issus des CEFs, résidant dans l’espace porte (48, 49). De plus, l’étude par 
immunohistochimie de foies fibreux de rat ou de patients, a montré que les myofibroblastes 
localisés dans les espaces portes avaient un profil d’expression différent de celui des 
myofibroblastes localisés dans les sinusoïdes, suggérant qu’il existe bien deux populations 
distinctes de myofibroblastes hépatiques dans le foie pathologique (46). Enfin, dans toutes les 
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maladies chroniques du foie, quelle que soit l’étiologie, la fibrose débute dans les espaces porte 
avant de s’étendre au lobule créant ainsi des travées de fibrose que l’on appelle septa fibreux 
(50, 51), évoquant un rôle possible des MFPs dans la progression de la fibrose hépatique. 
 
1) Caractéristiques des MFPs 
 
La majorité de nos connaissances sur ces cellules reposent sur un modèle de MFPs de 
rat en culture. Ce modèle basé sur des travaux de notre équipe (49, 52), a fait l’objet d’un travail 
de caractérisation durant cette thèse (53). Les myofibroblastes obtenus par cette méthode se 
distinguent des CEF myofibroblastiques par leurs caractères morphologiques et fonctionnels en 
culture. En effet, en culture les CEF myofibroblastiques ont une forme arrondie, un cytoplasme 
volumineux et entrent rapidement en senescence après 1 passage en culture, alors que les MFPs 
présentent une forme allongée et de nombreuses fibres de stress et prolifèrent intensément 
même après plusieurs passages (Bosselut, et al. 2010 ; données personnelles non publiées). Par 
ailleurs, une analyse protéomique menée dans notre laboratoire a montré que les protéines 
surexprimées dans les MFPs par rapport aux CEFs myofibroblastiques étaient principalement 
liées aux fonctions spécifiques des cellules myofibroblastiques (52). 
 
D’autre modèles cellulaires ont été utilisés pour étudier les MFPs in vitro. Des auteurs 
ont obtenu des myofibroblastes appelés « rat liver myofibroblasts » issus de l’activation d’une 
fraction de cellules non parenchymateuses distinctes des CEFs d’un foie de rat sain (54). Un 
second modèle, nommé « fibroblastes portaux », regroupe les cellules mésenchymateuses 
individuelles obtenues après digestion enzymatique de l’arbre biliaire d’un foie de rat sain (55). 
Ces fibroblastes portaux se caractérisent par l’expression de la protéine Ecto-Nucleoside 
Triphosphate Diphosphohydrolase 2 (ENTPD2) et peuvent se différencier en myofibroblastes 
(56, 57). Cette différenciation entraine néanmoins la perte progressive de l’expression de 
l’ENTPD2. Les MFPs regroupent probablement les myofibroblastes obtenues dans ces 
différents modèles. 
 
Quelques marqueurs des MFPs plus ou moins discriminants vis à vis des CEFs 
myofibroblastiques ont été identifiés comme la Fibulin-2, Thymocyte différentiation antigen-1 
(Thy-1), gremlin-1, fibronectin-1 et l’élastine (54, 58-60) Thy-1 et gremlin-1 sont également 
exprimés dans les cellules souches mésenchymateuses tandis que l’élastine et la Fibulin-2, 
	15	
principaux composants des fibres élastiques de la MEC, sont notamment exprimées par les 
fibroblastes interstitiels et les cellules musculaires lisses (61-64). De plus nos travaux récents 
ont montré que la fibuline-2 est également exprimée dans les CEFs myofibroblastiques en 
culture (65). Une analyse comparative du transcriptome des MFPs et des CEFs 
myofibroblastiques menée dans notre laboratoire a permis d’identifier un marqueur permettant 
de discriminer les MFPs de toutes les autres cellules du foie : le collagène XV alpha 1 
(COL15A1) (65). 
 
2) Contribution des MFPs à la fibrose hépatique 
 
Bien que largement moins étudiés que les CEFs, les MFPs et leur rôle dans la fibrose 
hépatique commencent à être mieux connus. L’implication des MFPs a été particulièrement 
démontrée dans la fibrose de type biliaire. Tuchweber et al. ont mis en évidence la prolifération 
de cellules aSMA-positives/desmine-négatives, donc non issues des CEFs, à proximité des 
canaux biliaires immédiatement après BDL chez le rat (56). De la même façon, nous avons 
montré, dans deux modèles de fibrose biliaire, que la majorité des myofibroblastes qui 
s’accumulent sont desmine négatifs (48, 66). Ces résultats suggèrent un rôle prédominant des 
MFPs dans la fibrose biliaire, plus particulièrement au stade précoce, alors que les CEFs 
interviendraient au cours de la progression de la fibrose. En accord avec cette hyptothèse, une 
étude plus récente a montré que les MFPs représentaient 70% du pool des myofibroblastes dans 
des souris BDL, alors qu’ils ne représentaient que 13% dans le modèle CCl4, mais que cette 
proportion diminuait au profit des CEFs myofibroblastiques au cours de la progression de la 
fibrose biliaire (60). 
 
La première réaction des cholangiocytes lors d’une lésion cholestatique est appelée 
« réaction ductulaire » et se caractérise par une intense prolifération des cholangiocytes et une 
expansion des cellules progénitrices hépatiques (67). Les MFPs pourraient réguler la 
prolifération des cholangiocytes par l’intermédiaire de l’acide hyaluronique et de sa liaison au 
récepteur CD44 exprimé par les cholangiocytes. En effet, il a été montré que l’acide 
hyaluronique, sécrété en grande quantité dans l’espace porte pendant la fibrose biliaire était 
capable de stimuler la prolifération des cholangiocytes en culture (68). Durant cette réaction 
ductulaire les cholangiocytes vont sécréter des facteurs de croissance comme le PDGF ou le 
TGF-b capables d’activer les MFPs et d’augmenter la sécrétion de MEC (69, 70). La cinétique 
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différente d’activation des MFPs et des CEFs dans le modèle de cholestase s’expliquerait par 
une atteinte précoce des cholangiocytes entrainant une activation des MFPs et une atteinte plus 
tardive des hépatocytes entrainant l’activation des CEFs. Cette différence s’expliquerait 
également par l’expression du récepteur de l’interleukine 25 (ILR25) par les MFPs et leur 
capacité à sécréter l’interleukine 13 (IL13). En effet lors d’une cholestase le taux d’interleukine 
25 (IL25) augmente induisant l’activation des MFPs via leur récepteur IL-25, ce qui entraine la 
sécrétion d’IL13 facilitant l’activation des CEFs (60, 64). Ces résultats appuient l’hypothèse 
proposée par notre équipe selon laquelle les MFPs seraient les premiers répondeurs et 
permettraient l’activation et la migration des CEFs (65). 
 
Néanmoins, le rôle des MFPs dans la fibrose hépatique reste controversé. Une étude de 
lignage cellulaire suggère que les CEFs sont la principale source de myofibroblastes quelle que 
soit l’étiologie de la fibrose, puisqu’ils seraient à l’origine de 82 à 96 % des myofibroblastes 
dans différents modèles (toxique, cholestatique et métabolique) (47). Ces résultats ont été 
confirmés par une étude plus récente (71). 
 
Les études comparatives in vitro des MFPs et des CEFs myofibroblastiques que nous 
avons menées au laboratoire nous ont permis d’identifier des gènes/protéines spécifiques et de 
proposer des fonctions différentes pour chacun des 2 types cellulaires (52, 65). Ainsi, ces études 
à partir des modèles cellulaires suggèrent que les CEFs seraient impliquées dans la 
réparation/régénération alors que les MFPs interviendraient dans la formation de la fibrose (52). 
Nous avons récemment identifié le Col15a1, comme marqueur discriminant des MFPs. Nos 
travaux montrent que, chez les patients comme dans les modèles animaux, l’expression de 
Col15a1 augmente dans les stades avancés de fibrose, qu’elle soit d’origine biliaire ou non, 
traduisant une prolifération de ces cellules (65). Par ailleurs, nous avons pu mettre en évidence 
un rôle angiogénique des MFPs via la sécrétion de VEGF-A en réponse à différents stimuli 
(hypoxie, milieu secrété de cholangiocytes) qui nous a conduit à proposer un rôle clé de ces 
cellules dans le remodelage vasculaire associé à la cirrhose (figure 4). 
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Figure 4 : Contribution des MFP au remodelage vasculaire au cours de la progression 
de la fibrose hépatique 
Le foie normal contient un petit nombre de cellules COL15A1 positives adjacentes aux canaux biliaires 
et aux canaux de Hering. Lors de la fibrose du foie, ces cellules COL15A1 positives donnent naissance aux MFPs 
qui favorisent le remodelage vasculaire et font progresser la fibrose des espaces portes vers l’intérieur du lobule. 
 
D’autres arguments plaident en faveur d’une participation des MFPs à la fibrose et à 
l’angiogenèse. En effet, les MFPs sont impliqués dans la production des fibres élastiques dans 
le foie permettant aux vaisseaux de supporter les cycles de dilatation et de contraction, et 
sembleraient être impliqués dans la stabilisation des canaux biliaires. De plus, le Col15A1 
sécrété par les MFPs stabilise et fournit aux microvaisseaux leur résistance aux contraintes 
mécaniques. Le Col15A1 forme une matrice pro-angiogénique pour les cellules endothéliales 
et contribuerait ainsi aux propriétés angiogéniques des MFPs (72).  
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III) Le stress du réticulum endoplasmique 
 
A) Le réticulum endoplasmique 
 
Le réticulum endoplasmique (RE) est développé dans les cellules sécrétrices dans 
lesquelles il assure la maturation et le repliement des protéines (73). C’est l’un des plus gros 
organites des cellules eucaryotes. Il est formé d’un réseau de membranes internes 
interconnectées en continuité avec la membrane nucléaire. Il existe deux types de RE : le RE 
lisse qui est impliqué spécifiquement dans la synthèse lipidique et le RE rugueux impliqué dans 
la synthèse protéique. Le RE lisse possède une structure tubulaire interconnectée alors que le 
RE rugueux est constitué d’un empilement de sacs aplatis en continuité avec le RE lisse formant 
ainsi un seul et unique organite. Le RE intervient également dans le stockage du calcium 
intracellulaire. Le repliement est une étape cruciale pour la maturation des protéines sécrétées 
qui représentent environ 30% du protéome. Ce processus est particulièrement mis à l’épreuve 
dans les cellules sécrétrices où la forte demande de synthèse protéique constitue une source de 
stress constante. Aucune protéine mal repliée ne sort du réticulum endoplasmique. L’efficacité 
et la fidélité du repliement protéique est constamment contrôlée et ajustée par les signaux 
environnementaux et cellulaires qui assurent un rétrocontrôle dynamique, afin de maintenir 
l’homéostasie du réticulum endoplasmique (74). Il arrive que l’homéostasie du réticulum 
endoplasmique soit perturbée, créant un déséquilibre entre la quantité de protéines immatures 
entrant dans le RE et la capacité de celui-ci à gérer ce flux. C’est ce qu’on appelle le stress du 
réticulum endoplasmique. 
 
B) L’UPR une réponse adaptative au stress du réticulum endoplasmique 
 
Afin de retourner à un état homéostatique, la cellule induit une réponse adaptative que 
l’on nomme Unfolded Protein Response (UPR) (75). L’UPR est composée de trois mécanismes, 
dont les deux premiers correspondent à une réponse adaptative visant à restaurer l’homéostasie. 
La première, est une réponse adaptative, transitoire, rapide qui a pour but de réduire la charge 
protéique entrant dans le réticulum endoplasmique en diminuant la synthèse protéique. La 
seconde réponse adaptative est plus lente et permet d’augmenter la capacité de repliement du 
réticulum endoplasmique. Elle nécessite une transcription spécifique de gènes cibles de l’UPR, 
expliquant son caractère plus tardif. Si l’homéostasie n’est pas rétablie par ces deux 
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mécanismes, alors l’apoptose est induite afin de protéger l’organisme des cellules constituées 
de protéines aberrantes (75). L’UPR est initiée par 3 protéines transmembranaires du réticulum 
endoplasmique, l’Inositol-Requiring Enzyme 1 a (IRE1a), l’Activating Transcription Factor-
6 (ATF6) et la Protein kinase RNA(PKR)-like ER Kinase (PERK). Ces protéines sont sensibles 
à l’état de repliement des protéines présentes dans la lumière du RE et transmettent 
l’information aux protéines du cytosol (figure 5). 
 
1) La voie IRE1a 
 
IRE1a est une protéine kinase/endoribonucléase qui en réponse à l’UPR, s’oligomérise 
et subit une trans-autophosphorylation, ce qui induit l’expression de son activité 
endoribonucléasique. L’IRE1a ainsi activée épisse l’ARNm du facteur de transcription X-Box 
Binding Protein 1 (XBP1), permettant le passage d’une forme XBP1u non épissée inactive à la 
forme épissée XBP1s contenant un domaine de transactivation (76). La voie IRE1a induit la 
transcription de gènes impliqués dans le repliement des protéines et dans la synthèse lipidique 
afin d’augmenter la capacité de repliement du RE. Elle permet également la transcription des 
gènes du processus ER-Associated Degradation (ERAD) qui permet d’adresser les protéines 
mal repliées au protéasome afin d’être dégradées et ainsi diminuer la charge protéique du RE. 
L’activité endoribonucléasique d’IRE1a lui permet également de dégrader de manière sélective 
les ARNm, un mécanisme appelé Regulated IRE1-Dependant Decay (RIDD) et permet un arrêt 
rapide du flux protéique entrant dans le RE (77) (Figure 6). 
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Figure 5 : Diminution de la charge protéique dans le RE par l’UPR (78) 
Lorsque la cellule subit un stress du réticulum endoplasmique la réponse adaptative unfolded protein 
response (UPR) est activée afin de rétablir l’homéostasie du réticulum endoplasmique. Pour cela l’UPR diminue 
la charge protéique du réticulum endoplasmique en réduisant la synthèse protéique et en induisant la dégradation 
protéique notamment par le processus ERAD. 
 
2) La voie ATF6 
 
En condition homéostatique la protéine transmembranaire ATF6 est retenue sous sa 
forme inactive à la membrane du RE. Lors d’un stress du RE, ATF6 subit une translocation 
dans le Golgi où il est clivé par les protéases S1P et S2P en un fragment ATF6f de 50 kDa, qui 
correspond au domaine N-terminal. ATF6f est un facteur de transcription qui se fixe sur les 
séquences ERSE de plusieurs gènes de l’UPR relatifs à l’ERAD et au repliement des protéines 
(75) (figure 6). 
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3) La voie PERK 
 
La protéine PERK, troisième voie d’activation de l’UPR, est une kinase 
transmembranaire avec une structure et une fonction proche de la protéine IRE1a. Ces deux 
protéines sont expérimentalement interchangeables (79). La protéine PERK possède au niveau 
de sa partie cytosolique un domaine kinase qui comme IRE1a est activé par trans-
autophosphorylation après oligomérisation lors d’un stress du RE. L’activation de la protéine 
PERK entraine une inhibition par phosphorylation de la protéine Eukaryotic Initition Factor-
2a (eIF2a) induisant un arrêt rapide de la traduction protéique. En effet la protéine eIF2a sous 
sa forme active, c’est à dire non phosphorylée, est impliquée dans l’initiation de la traduction 
protéique. L’augmentation du ratio eIF2a phophorylé/eIF2a entraine une faible traduction 
protéique et réduit donc globalement la charge protéique nouvellement synthétisée à destination 
du RE (80). Le facteur de transcription Activating Transcription Factor 4 (ATF4) est activé par 
la protéine eIF2a et induit la transcription du gène de la protéine C/EBP Homologous Protein 
(CHOP), de gènes de protéines antioxydantes, de protéines de l’ERAD et de protéines 
chaperonnes. La protéine CHOP régule l’entrée de la cellule en apoptose notamment par 
l’intermédiaire de la protéine Growth Arrest and DNA-Damage-inductible protein-34 
(GADD34) qui exerce un rétrocontrôle sur phospho-eIF2a. Elle permet à la protéine eIF2a, 
par déphosphorylation de retourner à un état actif (figure 6). 
 
4) Mécanismes d’activation de l’UPR 
 
L’activation de l’UPR est donc régulée par les trois protéines transmembranaires 
IRE1a, ATF6 et PERK. En condition physiologique ces protéines sont maintenues inactives à 
la membrane du RE par la protéine chaperonne Glucose Regulated Protein 78 (GRP78), aussi 
appelée BiP. Cette protéine exerce son action inactivatrice en se liant à la partie luminale des 
protéines initiatrices de l’UPR. Cette liaison permet la séquestration des protéines activatrices 
de l’UPR au niveau de la membrane du RE et empêche leur dimérisation (79). Cependant 
GRP78 présente une plus grande affinité pour les protéines mal repliées. L’accumulation de 
protéines mal repliées dans le RE va induire une dissociation de GRP78 des protéines 
activatrices de l’UPR et permettre ainsi à ces protéines de se dimériser et d’induire la 
transduction du signal. 
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Figure 6 : Les voies de signalisation de l’UPR (78) 
L’UPR se compose de trois voies d’activation : PERK, IRE1a et ATF6. Leur activation entraine la 
synthèse de gènes impliqués dans la diminution de la charge protéique, dans l’augmentation de la capacité de 
repliement du RE et dans l’apoptose. L’UPR entraine également la synthèse de protéines anti-oxydantes afin de 
protéger la cellule contre les radicaux libres induits par le stress du RE. 
 
D’autres modèles d’activation ont été également proposés. En effet, les protéines IRE1a 
et PERK présentent des homologies structurales au niveau de leur partie luminale avec les 
protéines du complexe majeur d’histocompatibilité I (CMH-I). Cette homologie permettrait une 
reconnaissance des protéines mal repliées présentes dans la RE et la liaison directe de ces 
protéines mal repliées aux protéines IRE1a et PERK entrainerait leur dimérisation et donc leur 
activation. Un modèle hybride a également été proposé dans lequel la dissociation de GRP78 
et une liaison des protéines immatures sur IRE1a ou PERK seraient nécessaires (75) (figure 
7). 
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Figure 7 : Modèles d’activation des voies IRE1a et PERK 
 
Modèle d’activation directe (a) la liaison directe des protéines immatures sur la séquence protéique 
homologue au CMH-I entraine une dimérisation de ces protéines et l’activation de l’UPR. Modèle d’activation 
indirecte (b) par dissociation de la protéine GRP78 (BIP) des protéines activatrices de l’UPR causée par une plus 
forte affinité pour les protéines immatures. Modèle hybride (c) où la dissociation de GRP78 et la liaison des 
protéines immatures aux protéines activatrices de l’UPR est nécessaire. 
 
C) Le devenir cellulaire 
 
1) Modulation de l’entrée en apoptose 
 
Les différentes voies de l’UPR peuvent être activées de manière indépendante, 
spécifique et en fonction du degré de stress du RE, ce qui permet une régulation fine de la 
réponse UPR mais également la fixation d’un « point de non-retour » au-delà duquel la cellule 
entrera en apoptose. En effet, bien que les protéines IRE1a et PERK présentent une homologie 
structurale et fonctionnelle, leur cinétique d’activation diffère. Lors d’un stress du RE prolongé 
on observe une diminution de XBP1s au cours du temps alors que le signal de PERK est 
maintenu. Cette différence d’activation entraîne, en aval de la voie PERK, l’induction d’un 
	24	
signal pro-apoptotique (73). L’effet est double, d’un côté la diminution de XBP1s va augmenter 
la sensibilité de la cellule au stress du RE, alors que le maintien du signal PERK va induire un 
stress oxydant et une protéo-toxicité (81). Dans une récente étude les auteurs suggèrent par 
imagerie sur cellule unique, que l’apoptose n’est pas induite par un switch entre les voies IRE1a 
et PERK mais plutôt par leur cinétique d’activation. En effet une activation précoce et rapide 
de XBP1s et une activation tardive et lente de ATF4 favorise la survie de la cellule. Cette 
cinétique permet une activation rapide des gènes en aval de XBP1s conduisant à une résolution 
rapide du stress du RE avec un maintien de l’inhibition de la traduction par une expression lente 
de GADD34 (82). La différence de cinétique entre ces deux protéines similaires s’expliquerait 
par des modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles et/ou par liaison 
spécifique de protéines activatrices ou inhibitrices sur leur domaine cytosolique. La liaison de 
protéines régulatrices permettrait une modulation précise de la cinétique mais aussi de 
l’intensité de la voie UPR activée (73). 
 
Lorsque les capacités de l’UPR à restaurer l’homéostasie du RE sont dépassées, la 
cellule entre en apoptose. Les détails moléculaires de ce processus sont encore mal connus. Des 
études suggèrent qu’un programme pro-apoptotique spécifique, impliquant particulièrement la 
voie PERK, est mis en jeu lorsque le stress du RE ne peut être résolu. Lors d’un stress prolongé 
l’activité de la voie IRE1a diminue sans que celle de la voie PERK ne soit modifiée. Cette 
différence d’activation au court du temps va permettre à la protéine CHOP d’être surexprimée. 
L’activation d’ATF6 est également capable d’induire l’expression de CHOP. En effet, il existe 
sur le promoteur du gène Chop un site de liaison du facteur de transcription ATF6 différent de 
celui du facteur de transcription ATF4, ce qui permet une régulation précise (83). La 
surexpression de CHOP induit l’apoptose par différents mécanismes. Premièrement, en 
inhibant l’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-2 (84), CHOP augmente la sensibilité 
de la cellule à l’apoptose. CHOP peut également induire l’expression du facteur pro-
apoptotique BIM (85). Par ailleurs, en régulant l’expression de GADD34 impliqué dans la 
déphosphorylation de la protéine eIF2a, CHOP induit une levée de l’inhibition de la synthèse 
protéique et permet ainsi la synthèse de protéines requises pour l’apoptose (81). La réactivation 
de eIF2a va entrainer une surcharge du RE qui conduit à une production de radicaux libres et 
à l’activation des caspases 12 et 3 induisant l’apoptose de la cellule si le stress du RE n’est pas 
résolu au moment de la reprise de la traduction (83). 
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CHOP peut également induire l’apoptose par l’intermédiaire de la proteine Tribbles-
related protein 3 (TRB3). En effet, l’hétérodimérisation de CHOP avec ATF4 induit la 
transcription de TRB3. Cette protéine est notamment capable d’induire un rétrocontrôle en 
inhibant l’activité de CHOP en se liant directement à la protéine mais également en induisant 
la dégradation de ATF4 diminuant ainsi la transcription de CHOP. Néanmoins, lors d’un stress 
soutenu il a été montré que l’expression de TRB3 par CHOP induit l’apoptose par l’inhibition 
d’Akt, impliqué dans la survie cellulaire. De plus, l’apoptose induite par CHOP nécessite la 
translocation de la protéine BAX du cytosol à la mitochondrie or l’inhibition d’Akt est 
indispensable pour cette translocation. TRB3 agirait donc comme un régulateur de l’apoptose 
induite par CHOP, lors d’un stress modéré TRB3 permet un rétrocontrôle de la voie ATF4 et 
favorise la résolution du stress du RE. En revanche lors d’un stress soutenu la transcription de 
CHOP et TRB3 est maximale induisant l’entrée en apoptose de la cellule (86). 
 
CHOP régule également l’expression d’ER Oxydoreductin 1 a (ERO1) et participe ainsi 
à l’induction d’un stress oxydant. Celui-ci induit de surcroit une inhibition de la dégradation 
protéique initiée par l’UPR en empêchant le transfert des protéines mal repliées au protéasome 
(81, 87). Enfin CHOP induirait l’expression du récepteur de mort cellulaire Death Receptor 5 
(DR5) induisant l’apoptose via la caspase-8 (88). L’expression de l’ARNm de DR5 serait 
régulée par le niveau d’activation des voies IRE1a et PERK. La voie IRE1a via le processus 
RIDD inhibe l’expression de DR5 alors que PERK via CHOP induit la transcription de l’ARNm 
de DR5 qui agit comme une sonde du stress du RE. La voie PERK et la protéine CHOP jouent 
donc un rôle central dans le devenir de la cellule et l’activation de l’apoptose lors d’un stress 
du RE (figure 8). 
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Figure 8 : Induction de l’apoptose par la voie PERK (85) 
La protéine CHOP représente un facteur clé de l’apoptose induite par la voie PERK et est capable 
d’inhiber certaine protéine anti-apoptotique comme BCL-2 et d’activer des protéine pro-apoptotique comme BAX. 
CHOP peut également induire l’apoptose en régulant l’expression des protéine DR5 et TRB3 ou de manière 
indirecte en induisant un stress oxydant. 
 
2) Effet du stress du RE sur la prolifération et la migration 
	
Plusieurs études montrent une implication spécifique de PERK dans l’arrêt du cycle 
cellulaire induit par l’UPR. La surexpression de PERK inhibe la traduction de la cycline D1, 
provoquant un arrêt du cycle cellulaire (89). Au contraire, l’expression d’un dominant négatif 
de PERK entraine une atténuation de la perte de la cycline D1 et de l’arrêt du cycle cellulaire. 
Par ailleurs, l’induction de l’arrêt du cycle cellulaire pourrait être impliquée, par un mécanisme 
non déterminé, dans l’initiation de l’apoptose (90). En effet, la division cellulaire nécessite 
d’importantes ressources énergétiques. L’arrêt du cycle cellulaire permettrait donc d’utiliser 
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cette ressource énergétique dans la restauration de l’homéostasie du RE avant l’initiation de 
l’apoptose (91). 
 
L’effet du stress du RE sur la migration cellulaire est encore peu étudié, les principales 
études sur le sujet étant réalisées dans le domaine du cancer. Ainsi, une étude montre que 
l’activation de la voie PERK par l’hypoxie dans des cellules de cancer du sein stimule la 
migration de ces cellules (92). 
 
3) Le stress du RE et autophagie 
 
La macroautophagie (que l’on désignera sous le terme d’autophagie) est un processus 
de recyclage induit par différents stress notamment le stress du RE, impliquant la dégradation 
des constituants cellulaires par le lysosome afin de maintenir le niveau énergétique et d’assurer 
le contrôle qualité des protéines et des organelles. L’autophagie se caractérise par la formation 
d’autophagosomes provenant du réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi (93). 
L’activation de la voie PERK/eIF2a conduit à la transcription de TRB3 qui, en inhibant la voie 
AKT/mTOR, entraine la stimulation de l’autophagie. Parallèlement, la transcription de 
protéines nécessaires à la formation des autophagosomes est induite par l’activation de ATF4 
et de CHOP. L’autophagie est un processus non sélectif pouvant être reprogrammé en un 
processus de dégradation protéique sélectif afin de cibler des composants protéiques du RE 
(figure 5). En effet, le processus d’autophagie peut être couplé avec le mécanisme ERAD et 
ainsi reconnaître les protéines ubiquitinées et les recycler. Ce processus permet notamment de 
réduire la charge protéique du RE (78). L’autophagie peut être activée de manière secondaire 
afin de supplémenter l’ERAD lorsque la charge protéique à dégrader est importante. Mais des 
études ont montré que l’autophagie est impliquée dans la dégradation de protéines mal repliées 
issues d’agrégats distincts de ceux adressés au système ERAD et également des protéines ayant 
une structure les protégeant partiellement de la dégradation par le protéasome (94, 95). 
L’autophagie et l’apoptose induites par l’UPR sont deux processus régulés principalement par 
la voie ATF4 et CHOP, l’autophagie étant considérée comme un mécanisme de survie. 
Néanmoins un haut degré de stress ou un stress prolongé peuvent conduire à une mort cellulaire 
induite par l’autophagie. Le processus d’ubiquitination joue un rôle clé dans la survie et 
l’apoptose dépendant de l’autophagie. L’ubiquitine ligase TRIM13 du RE est un acteur majeur 
dans cette régulation du devenir cellulaire dépendant de l’autophagie. Cette protéine 
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n’intervient pas dans l’UPR mais elle est impliquée dans l’activation des caspases et de 
l’apoptose lors d’un stress du RE (96, 97). 
 
D) Le stress du RE dans les maladies du foie 
 
Le stress du RE est impliqué dans la progression de différentes maladies chroniques, 
notamment les maladies chroniques du foie. Ainsi, un stress du RE a été mis en évidence lors 
d’une infection virale chronique par les virus de l’hépatite C ou de l’hépatite B ou bien encore 
lors d’une maladie hépatique alcoolique, d’ischémie, d’intoxication ou de cancer hépatique 
(85). 
 
Le rôle du stress du RE a principalement été étudié dans les hépatocytes au cours des 
maladies métaboliques du foie (98). Une augmentation de la phosphorylation de PERK et 
d’eIF2a a été démontrée dans le foie de souris ob/ob et de souris sous régime Hight Fat Diet 
(HFD). La phosphorylation de ces deux protéines traduit une activation de la voie PERK et 
donc l’existence d’un stress du RE dans des modèles murins de maladie métabolique. Une étude 
réalisée chez des patients obèses révèle une activation de la voie PERK dans le foie. Suite à une 
chirurgie bariatrique, la perte importante de poids entraîne chez ces patients une diminution de 
la stéatose corrélée à une diminution du stress du RE (99). Une seconde étude chez des patients 
atteints de NAFLD montre une augmentation de la phosphorylation de la protéine eIF2a dans 
le foie bien que les autres marqueurs de l’UPR ne soient pas augmentés (100). 
 
Le stress du RE est également retrouvé et étudié dans d’autres maladies du foie comme 
les maladies cholestatiques. Au cours de ces maladies, les acides biliaires, molécules 
hydrophobes et donc toxiques s’accumulent dans le foie (85). Certains acides biliaires comme 
le deoxycholate ou le glycochenodeoxycholique sont capables d’induire l’expression des gènes 
de l’UPR, et notamment CHOP, ce qui conduit à l’apoptose des hépatocytes (101-104). De plus 
les hépatocytes issus de souris invalidées pour le gène codant la protéine CHOP sont plus 
résistants à l’apoptose induite par les acides biliaires que les hépatocytes de souris sauvages 
(101). In vivo après ligature de la voie biliaire, les souris invalidées pour le gène CHOP 
développent des lésions hépatiques et une fibrose moins sévère. Une autre étude sur un modèle 
génétique de cholestase intrahépatique démontre également que l’accumulation d’acides 
biliaires dans le foie est associée à un stress du RE (105). 
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De récents travaux ont montré que l’expression de GRP78 et CHOP est plus élevée chez 
les patients ayant une fibrose sévère (score METAVIR 2-4) que chez les patients avec une 
fibrose modérée (METAVIR 0-1), quelle que soit l’étiologie de la fibrose. La progression de la 
fibrose vers un stade avancé est corrélée à une augmentation de l’expression de CHOP. Ce lien 
entre stress du RE et fibrose hépatique est également démontré dans un modèle de souris CCL4 
et un modèle de souris HFD (106). 
 
E) Le stress du RE dans les myofibroblastes 
 
Les maladies chroniques du foie induisent un stress du RE dans les hépatocytes. 
Quelques études, principalement dans des modèles in vitro, suggèrent que les cellules étoilées 
peuvent être également soumises à un stress du RE lors de ces maladies. Tout d’abord dans un 
modèle de Non Alcoholic Steato Hepatitis (NASH), les auteurs montrent que la lipotoxicité 
associée à la NASH induit in vitro un stress du RE dans les CEFs humaines (107). Une autre 
équipe a mis en évidence une augmentation d’expression des gènes associés au stress du RE 
dans la lignée de CEF LX-2 traitée avec le milieu de culture de cellules HepG2 infectées par le 
VHB (108). Par ailleurs les CEFs traitées par l’alcool in vitro montrent une augmentation de 
l’expression des protéines GRP78 et CHOP (109). De plus les CEFs isolées à partir de rats 
soumis à une intoxication par l’alcool, démontrent une augmentation de l’expression des 
protéines du stress du RE. Cette augmentation du stress du RE est également mise en évidence 
lors d’un stress oxydant dans des CEFs traitées avec de l’H2O2 (110). 
 
Lors de la fibrose, l’activité de synthèse et de sécrétion protéique des myofibroblastes 
est fortement augmentée, ce qui pourrait conduire à un stress du RE. Des études montrent que 
la surcharge du RE par la synthèse de protéines de la MEC dans les CEFs induit un stress du 
RE qui peut conduire à l’apoptose de ces cellules (111, 112). Dans ces études les auteurs 
suggèrent que le stress du RE dans les myofibroblastes permettrait de limiter la fibrose et 
pourrait être un des mécanismes permettant la réduction du nombre de myofibroblastes lors de 
la phase de résolution. 
 
D’autres études suggèrent à l’inverse que le stress du RE serait impliqué dans 
l’activation myofibroblastique. Ainsi, un stress du RE, induit in vitro par la tunicamycine, 
faciliterait la différenciation des fibroblastes de peau en myofibroblastes (113). Une seconde 
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étude, réalisée avec des myofibroblastes de peau, de poumon et des CEFs, montre que 
l’activation de l’UPR induit la dégradation du miR-150 ce qui conduit à l’augmentation 
d’expression de l’aSMA (114). Il a été montré, dans un modèle de souris soumises à une 
intoxication par l’alcool, que l’activation des CEFs était associée à une augmentation de 
l’expression et de la synthèse des protéines GRP78, CHOP, ATF4 et ATF6. Dans cette étude, 
l’inhibition de IRE1a entraine une diminution d’expression de l’aSMA et de Col1 et une 
diminution de la migration de ces cellules, suggérant un lien direct entre le stress du RE et 
l’activation des myofibroblastes (110). Par ailleurs, une étude a rapporté une colocalisation des 
marquages aSMA et p-PERK dans le foie fibrotique de souris (106). Dans cette étude, les 
auteurs montrent que l’activation de la voie PERK conduit à une augmentation de Smad2, 
permettant l’activation des CEFs. 
 
Le stress du RE dans les myofibroblastes reste encore peu étudié, mais il semble jouer 
un rôle bivalent dans ces cellules. D’une part il participerait à l’activation myofibroblastique 
des CEFs et donc à la progression de la fibrose, et d’autre part en induisant l’apoptose des 
myofibroblastes il pourrait favoriser sa régression. Une étude récente vient confirmer ce rôle 
complexe du SRE dans les myofibroblastes. Dans cette étude, les auteurs montrent que le 
TGFb, en induisant l’accumulation de procollagène 1 dans le RE des CEFs, active l’UPR et 
que XBP1s, via la régulation de la protéine TANGO1, est nécessaire à la sécrétion de Col1 dans 
ces cellules. En revanche, la rétention du procollagène 1 dans le RE entraine l’apoptose des 
CEFs médiée par l’UPR (115). 
 
F) Le stress du RE et l’angiogenèse 
 
Le VEGF est l’un des facteurs pro-angiogéniques les plus importants. Sa liaison à son 
récepteur endothélial spécifique entraine la libération de métallo-protéases, la prolifération et 
la migration des cellules endothéliales vers le stimulus angiogénique formant ainsi de nouveaux 
vaisseaux (116, 117). 
 
Plusieurs études ont montré un lien entre l’UPR et l’angiogenèse et plus 
particulièrement entre l’UPR et le VEGF. Ainsi, une régulation transcriptionnelle, post-
transcriptionnelle et post-traductionnelle du VEGF par les voies de l’UPR a été mise en 
évidence (118, 119). Ces travaux montrent une augmentation de l’expression du VEGF par 
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différents inducteurs chimiques du stress du RE comme la tunicamicyne. A contrario 
l’inhibition sélective des différentes voies de l’UPR diminue l’expression du VEGF. Les 
facteurs de transcription activés par les trois voies de l’UPR (ATF4, ATF6, XBP1s) possèdent 
des sites consensus sur le promoteur du VEGF et sont capables de réguler son expression (118). 
Une étude sur des cellules épithéliales de rein montre que l’UPR régule non seulement le VEGF 
mais également d’autres facteurs angiogéniques comme le basic Fibroblast Growth Factor 
(bFGF) et l’angiogenine (120). Il apparaît que la régulation du VEGF par l’UPR implique plus 
particulièrement la voie PERK/ATF4 (121-123). Il existe également une régulation de la 
traduction du VEGF par la protéine eiF2a (124). 
 
Enfin une équipe a démontré une activation des voies de l’UPR par le VEGF sur des 
cellules endothéliales, sans induction du stress du RE. Dans ces cellules, la fixation du VEGF 
à son récepteur entrainerait la phosphorylation de la phospholipase C g (PLCg), qui en 
interagissant avec le complexe mTORC1, pourrait activer les voies PERK et ATF6. Dans ces 
cellules l’activation des voies PERK et ATF6 permet à la protéine Akt d’être complètement 
active et d’exercer sa fonction anti-apoptotique. Ce mécanisme permettrait aux cellules 
endothéliales de survivre au stress du RE durant l’angiogenèse (125). 
 
IV) L’acide ursodeoxycholique (UDCA) 
 
A) Les indications cliniques de l’UDCA 
 
L’UDCA est largement utilisé pour le traitement des patients ayant une maladie biliaire 
notamment la cholangite biliaire primitive (CBP) et la cholangite sclérosante primitive (CSP) 
et parfois utilisé dans le traitement d’autres maladies hépatiques. Son utilisation en médecine 
remonte aux années 1960 mais les premières études cliniques datent de la fin des années 1980 
(126). La structure chimique de l’UDCA lui confère une haute hydrophilie et donc moins 
d’effets toxiques que les autres acides biliaires à l’égard des membranes lipidiques. En clinique 
l’UDCA est administré par voie orale, absorbé par diffusion passive au niveau du jéjunum (127) 
et est ensuite transporté par la veine porte jusqu’aux sinusoïdes où il est internalisé par les 
hépatocytes via des transporteurs d’acides biliaires spécifiques appelés Na+-Taurocholate 
cotransporting polypeptide (Ntcp) et Organic anion-transporting polypeptide (OATP) (128). 
Dans les hépatocytes, l’UDCA est conjugué à la glycine et à la taurine avant d’être exporté dans 
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les canalicules biliaires par l’intermédiaire du transporteur Bile salt export pump (BSEP). En 
clinique la dose pharmacologique de l’UDCA est 10 à 15mg/kg/jour, à cette concentration 
l’UDCA devient l’acide biliaire prédominant dans le foie et le sérum (127). Il permet de ralentir 
la progression des maladies biliaires en diminuant l’inflammation, réduisant les zones de 
nécrose et en améliorant la prolifération ductulaire mais ne permet pas la résolution de la fibrose 
(129). Cependant, les effets de l’UDCA sur la fibrose sont moins importants qu’attendu compte 
tenu de ses effets sur la cholestase et l’inflammation. 
 
B) Mécanismes d’action de l’UDCA 
 
Les effets de l’UDCA ont principalement été étudiés sur le foie in vivo ou sur les 
hépatocytes isolés en culture. L’UDCA ne représente pas plus de 4% du pool endogène d’acides 
biliaires chez l’homme alors qu’il peut représenter jusqu’à 60% du pool lors d’un traitement à 
l’UDCA. Une proportion importante d’UDCA dans la composition de la bile rend celle-ci 
beaucoup moins hydrophobe et donc moins cytotoxique. En effet la capacité détergente de la 
bile sur la membrane lipidique des cellules est corrélée à son degré d’hydrophobicité (130). 
Cependant, chez les patients atteints de CSP, l’administration de doses élevées d’UDCA (25 à 
30 mg/kg/jour) accélère la progression de la maladie ce qui a été attribué à une transformation 
d’une partie de l’UDCA en acide litocholique, un acide biliaire hydrophobe et toxique (131, 
132). 
 
L’UDCA exerce également un effet anti-apoptotique sur les cellules. Lors de maladies 
cholestatiques la concentration cytoplasmique en acides biliaires augmente dans les hépatocytes 
et, le plus souvent, également dans les cholangiocytes entrainant une apoptose ou une nécrose 
des cellules en fonction de la sévérité de la cholestase (133, 134).  
 
L’apoptose peut être induite par les acides biliaires hydrophobes qui génèrent la 
formation de ROS (103) qui entraînent un stress du RE et l’activation de CHOP qui inhibe Bcl-
2 provoquant la libération du calcium intracellulaire et l’activation de caspase-12 (figure 8). 
L’UDCA exerce son effet anti-apoptotique par différents mécanismes. Un de ces mécanismes 
est la diminution des radicaux libres tel que les ROS issus de l’effet détergent des acides 
biliaires hydrophobes sur la membrane de la mitochondrie et la surexpression d’enzymes 
antioxydantes endogènes (135, 136). L’UDCA agit également sur l’expression des protéines 
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anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 notamment en se liant au recepteur Epithelial Growth 
Factor (EGFR) (137), et prévient l’activation de caspase-12. De plus lorsqu’il est conjugué à la 
taurine pour former l’acide tauroursodeoxycholique (TUDCA), il est capable de réduire 
directement le stress du RE en agissant comme une protéine chaperonne (138). 
 
L’effet détergent des acides biliaires sur la membrane lipidique des cellules provoque 
une nécrose par cytolyse (133). En formant un complexe avec le cholestérol de la membrane 
cellulaire, le TUDCA favoriserait la répulsion des charges tensioactives des acides biliaires 
protégeant ainsi les cellules de la cytolyse. Cependant pour obtenir cet effet, la concentration 
nécessaire de TUDCA doit être de l’ordre du millimolaire, très supérieur à la concentration 
sanguine du TUDCA qui au cours des traitements, est de l’ordre du micromolaire. Néanmoins, 
cette concentration peut être atteinte dans la bile (139) et serait particulièrement protecteur dans 
les maladies biliaires causées par un défaut d’ABCB4, le transporteur canaliculaire de 
phospholipides. Dans ces maladies, le déficit de phospholipides dans la bile augmente la 
quantité d’acides biliaires extra-micellaires, aux effets détergents à l’égard de la membrane 
lipidique des cholangiocytes (139). 
 
La composition en acides biliaires joue un rôle clé dans la cytotoxicité de la bile de 
même que les concentrations intracellulaires d’acides biliaires. Le flux intracellulaire des acides 
biliaires est dépendant de transporteurs membranaires et d’enzymes de synthèse pouvant être 
modulé par l’UDCA. 
 
En effet, chez la souris l’UDCA diminue l’expression du transporteur basolatéral Oatp1, 
qui contribue à l’entrée des acides biliaires dans les hépatocytes, et d’augmenté par un 
mécanisme traductionnel l’expression des pompes d’efflux Multidrug Resistance associated 
Protein 3 (MRP3) et 4 (MRP4) permettant l’excrétion des acides biliaires au pôle basolatéral. 
Cependant l’UDCA n’a pas d’effet sur l’expression du transporteur Ntcp le principal 
transporteur assurant la captation hépatocytaire des acides biliaires (140). L’UDCA agit 
également sur le tubule rénal où il induit la surexpression des pompes d’efflux MRP2 et MRP4 
et où il réprime l’expression du transporteur Apical Sodium dependent Bile Salt transporter 
(ASBT) impliqué dans la réabsorption tubulaire des acides biliaires. L’ensemble de ces 
régulations favorise l’excrétion des acides biliaires dans les urines (141, 142). L’UDCA est 
également capable d’induire la surexpression de la pompe d’efflux hepatocellulaire BSEP, 
principal transporteur canaliculaire des acides biliaires conjugués et MRP2 également impliqué 
	34	
dans la sécrétion des acides biliaires. La sécrétion canaliculaire d’acides biliaires génère ainsi 
un flux osmotique expliquant l’effet délétère de l’UDCA chez les patients atteints par une 
obstruction des voies biliaires. En effet, l’UDCA entraine alors une sécrétion de bile en amont 
d’un obstacle, ce qui augmente la pression et la concentration d’acides biliaires associé à leur 
action cytotoxique (143, 144). Ce flux intracellulaire d’acides biliaires modifie l’expression des 
transporteurs d’acides biliaires, lorsque le flux biliaire diminue l’expression des pompes 
d’efflux à la membrane des hépatocytes diminue également. Cependant, en stimulant la 
sécrétion de la bile l’UDCA augmente l’expression à la membrane des différentes pompes 
d’efflux permettant ainsi de diminuer la concentration intracellulaire en acides biliaires et leurs 
effets cytotoxiques (145). En plus d’induire la sécrétion de la bile, l’UDCA est également 
capable de stimuler la sécrétion d’ions HCO3- qui agit comme une barrière de protection à la 
membrane lipidique des cholangiocytes en repoussant les molécules chargées négativement 
(146). 
 
L’inflammation est une composante importante des maladies biliaires particulièrement 
dans les maladies d’origine auto-immune. L’UDCA a des propriétés immunomodulatrices en 
régulant notamment l’expression des molécules d’adhésion, la production d’immunoglobulines 
par les lymphocytes B et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (147). Cependant, il a 
aussi été montré dans les cellules de Kupffer et les monocytes que l’UDCA n’a pas d’effet sur 
la sécrétion de cytokines induite par les lipopolysaccharides (LPS) (148). 
 
En résumé, l’UDCA et ses conjugués principalement le TUDCA, permettent de 
diminuer la mort cellulaire en limitant le stress oxydant, l’induction d’un stress du RE et en 
modulant l’activation des protéines de la famille Bcl-2 impliquées dans l’apoptose. Il limite 
également l’effet cytolitique des acides biliaires hydrophobes et augmente la sécrétion des 
acides biliaires. L’UDCA peut également moduler l’inflammation. 
 
C) Effet de l’UDCA sur le stress du RE 
 
Une étude sur les cellules cancéreuses a montré que l’inhibition du stress du RE par le 
TUDCA diminue le pouvoir invasif des cellules cancéreuses sans modifier leur migration, leur 
prolifération ou leur viabilité. L’effet sur l’invasion serait dû à une diminution de la sécrétion 
de certaines métallo-protéinases matricielles via l’inhibition de la voie PERK (149). 
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L’UDCA réprime l’activation des trois voies de l’UPR, élevant ainsi le seuil de 
sensibilité au stress du RE des cellules ce qui diminue l’induction de l’apoptose (150). Dans les 
cellules HepG2, le TUDCA serait capable de diminuer l’agrégation des protéines et donc de 
limiter l’apparition d’un stress du RE provoqué par une exposition aux ultraviolets ou par un 
inducteur chimique, la tunicamycine. Celui-ci induirait l’activation de la voie PERK ce qui 
limiterait l’accumulation des protéines dans le RE et préviendrait ainsi la survenue d’un stress 
du RE. Cet effet n’est pas dû à une interaction membranaire mais nécessite l’entrée du TUDCA 
dans la cellule, or les HepG2 n’expriment pas le principal transporteur responsable de l’entrée 
intracellulaire des acides biliaires. En revanche, ces cellules expriment le transporteur OATP 
qui permet l’entrée de 7% du TUDCA, ce qui explique les fortes concentrations utilisées. Le 
TUDCA prévient l’agrégation des protéines en se liant à leur région hydrophobe. Cependant, 
cette liaison ne prévient pas la dénaturation des protéines. Les protéines sont donc stabilisées 
mais dans un état mal replié entrainant une réponse UPR et l’activation de PERK ce qui va 
diminuer la charge protéique et induire les mécanismes anti-apoptotiques (151). 
 
Ces résultats montrent que l’UDCA et ses conjugués peuvent moduler le stress du RE 
dans les cellules hépatiques lors de maladies chroniques du foie. 
 
D) Effet de l’UDCA sur les myofibroblastes 
 
Les effets potentiels de l’UDCA sur les myofibroblastes sont peu connus. Selon une 
étude (152), l’administration in vitro d’UDCA, à une concentration proche de celle retrouvée 
dans le foie de patients traités par UDCA, ne modifie pas la prolifération des CEFs 
myofibroblastiques alors qu’à une dose 5 à 10 fois plus importante, l’UDCA diminue la 
prolifération ces cellules, ce qui est dû à un effet cytotoxique. In vivo dans un modèle murin de 
stéatohépatite non alcoolique, l’administration d’UDCA à une dose thérapeutique entraîne une 
diminution du nombre de CEFs myofibroblastiques et de l’expression intrahépatique du TGF-
b. L’UDCA ralentirait la progression de la fibrose en diminuant le TGF-b sécrété par les 
cellules de Kuppfer (152). Il a été rapporté que les acides biliaires pouvaient induire in vitro la 
prolifération des CEFs myofibroblastiques sans modifier l’expression du Col1 ou du TGF-b 
mais augmentaient leur prolifération (153). En effet, les acides biliaires induiraient une 
augmentation du nombre de CEFs myofibroblastiques en phase S du cycle cellulaire par une 
augmentation de la quantité de cycline E, via les voies Extracellular signal-regulated kinase 1/2 
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(ERK1/2) et P70S6K, et une activation du récepteur EGF par les acides biliaires (153). 
L’activation du récepteur EGF par les acides biliaires a aussi été observée dans les hépatocytes 
et les cholangiocytes. Les acides biliaires pourraient agir sur le récepteur EGF de manière 
dépendante ou indépendante des ligands (137, 154-156). La résistance des CEFs à l’apoptose 
induite par les acides biliaires peut s’expliquer par l’absence de transporteurs d’acides biliaires 
notamment de NTCP et OATP. Les CEFs expriment seulement faiblement le transporteur 
OATP3 ce qui ne suffit pas pour que la concentration intracellulaire en acides biliaires induise 
l’apoptose des CEFs. De plus les voies intracellulaires impliquées dans la prolifération induite 
par les acides biliaires dans les CEFs sont également impliquées dans la protection contre 
l’apoptose (153). Ces différents résultats mettent en évidence des discordances sur l’action de 
l’UDCA sur les CEFs. Le mode d’action et les effets de l’UDCA sur les myofibroblastes 
méritent donc encore d’être clarifiés. 
 
	37	
Objectifs des travaux de thèse 
	
	
	 Le stress du RE est impliqué dans les lésions des hépatocytes au cours de la fibrose, 
mais il existe peu de données sur le rôle du stress du RE dans les myofibroblastes. Nous avons 
émis l’hypothèse que les myofibroblastes portaux étaient soumis à un stress du réticulum 
endoplasmique lors de la fibrose hépatique capable de moduler leurs fonctions cellulaires. Ce 
travail de thèse a eu pour objectifs de :  
- Caractériser le modèle des myofibroblastes portaux isolés. 
- Déterminer si les myofibroblastes portaux sont soumis à un stress du réticulum 
endoplasmique lors de la fibrogenèse d’origine biliaire. 
- Déterminer l’effet du stress du RE réticulum endoplasmique sur les caractéristiques et 
les fonctions des myofibroblastes portaux. 
- Déterminer l’effet de l’acide ursodeoxycholique considéré comme une molécule 
chaperonne, sur le stress du réticulum endoplasmique dans ces cellules. 
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Deuxième partie : 
	
Résultats 
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I) Caractérisation du modèle cellulaire de MFPs de rat 
 
A) Introduction 
 
L’utilisation de modèles in vitro contribue largement à une meilleure compréhension 
des mécanismes cellulaires impliqués dans la fibrose. Ainsi, la mise au point du modèle de 
culture des CEFs myofibroblastiques a permis d’étudier très précisément les mécanismes 
d’activation et la biologie de ces cellules. 
 
Des myofibroblastes hépatiques ne dérivant pas des CEFs ont été obtenus en culture, 
dans notre laboratoire et par d’autres équipes, avec des approches différentes. Nous décrivons 
dans cet article le protocole que nous utilisons pour obtenir des myofibroblastes portaux à partir 
de segments de canaux biliaires. Cette méthode standardisée nous permet d’obtenir des MFPs 
que nous avons bien caractérisés, et l’utilisation de ce modèle a contribué à approfondir nos 
connaissances sur cette sous-population de myofibroblastes hépatiques (Kinnman 2003, 
Bosselut 2010, Lemoinne 2015). Ce travail devait permettre de caractériser l’évolution de 
l’expression des marqueurs des MFPs au cours des différents temps de culture et d’analyser 
l’évolution en culture de ces cellules en particulier la prolifération. 
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B) Article « Culture Model of Rat Portal Myofibroblasts » 
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C) Discussion 
 
Cet article décrit une méthode fiable et reproductible optimisé et amélioré depuis 2003 
pour étudier les MFPs in vitro. La mise en culture de fragments de canaux biliaires a l’avantage 
de préserver l’environnement cellulaire du précurseur des MFPs et permet ainsi de se 
rapprocher au plus près du contexte d’activation myofibroblastique in vivo. Ces travaux 
décrivent au cours des différents temps de culture de manière détaillé l’expression des 
marqueurs des MFPs décrit dans la littérature et l’évolution de ces cellules en particulier leur 
prolifération. 
 
Le précurseur des MFPs n’a pas été clairement identifié. Même si des études suggèrent 
que des fibroblastes portaux sont capables de se différencier en myofibroblastes(56, 57), il est 
peu probable que tous les MFPs dérivent de ces fibroblastes. L’identification de marqueurs 
spécifiques, tels que COL15A1 que nous avons récemment identifié comme le plus 
discriminant des MFPs et de leur progéniteur, devrait nous permettre d’isoler ce précurseur afin 
de le caractériser. 
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II) Etude du stress du réticulum endoplasmique dans les 
MFPs 
 
A) Introduction 
 
Le stress du RE est largement impliqué dans les maladies chroniques du foie, comme 
l’indiquent les études sur tissus humains et dans des modèles animaux. Nous avons émis 
l’hypothèse selon laquelle un stress du RE peut survenir dans les MFPs au cours de la fibrose. 
Pour tester cette hypothèse, nous avons utilisé un modèle de MFPs activés in vivo, isolés à partir 
de foie de rats ayant subi une ligature de la voie biliaire principale (rats BDL). Après avoir 
caractérisé le phénotype de ces cellules, nous avons analysé l’expression de marqueurs de stress 
du RE. Nous avons ensuite étudié l’impact du stress du RE sur la différenciation 
myofibroblastique et les différentes fonctions de ces cellules. Les résultats obtenus dans cette 
étude sont présentés ci-dessous. 
 
B) Matériel et méthodes 
 
1) Modèles cellulaires 
 
Les MFPs sont obtenus à partir de rats mâles Sprague Dawley sains selon le protocole 
précédemment décrit (Loeuillard et al. ; 2016). 
 
Les MFPs activés in vivo sont obtenus à partir de rats mâles Sprague Dawley ayant subi 
une ligature/section de la voie biliaire principale 14 jours auparavant et sont comparés aux 
MFPs obtenus à partir de rats Sham ayant subi une laparotomie seule. 
Le stress du RE est induit avec 1µM de tunicamycine (TM) pendant 24h préalablement diluée 
dans du DMSO. Dans les MFPs BDL, le stress du RE est inhibé avec 1µM de l’inhibiteur PERK 
GSK2656157. Pour les exprériences d’inhibition de la synthèse protéique, les cellules ont été 
traitées pendant 18h avec 1µM de cycloheximide. 
 
2) RT-qPCR 
L’ARN total a été soumis à une transcription inverse avec des hexamères aléatoires et 
200 U de Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen) pendant 1 heure à 
37°C. La PCR quantitative en temps réel a été réalisée en utilisant le Sybr Green Master Mix et 
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le Lightcycler 96 (Rocheâ). Le niveau relatif d’ARNm des gènes cibles (amorces listées 
tableau 2), normalisé par rapport au gène de ménage HPRT, est exprimé de façon relative selon 
la méthode du 2-∆∆CT. 
 
Gènes Genbank n° Amorce sens Amorce anti-sens 
Acta2 NM_0310004.2 5’GGGACGACATGGAAAAGATCTG3’ 5’CGTTGGCCTTAGGGTTCAGC3’ 
Col1a1 NM_053304.1 5’TGAGCCAGCAGATTGAGAACA3’ 5’GGGTCGATCCAGTACTCTCCG3’ 
Vegf AY702972.1 5’TGT TTGACTGCTGTGGACTT3’ 5’GACTTCGGCCTCTCTAAGAA3’ 
Chop NM_001109986.1 5’AAGGTTTTTGATTCTTCCTCTTCGTT3’ 5’GCAGGAGGTCCTGTCCTCAGAT3’ 
Gadd34 AH011730.2 5’CCTTGATGTGGAAGCCCAAAGTT3’ 5’TCCACTTTCTTGCTCTCTAAGGCCAT3’ 
Trb3 NM_144755.2 5’CCCGGCTGGGGCCCTATATCC3’ 5’CGCTGGCGGGATACACCTTGC3’ 
Hprt AH005530.2 5’AGGACCTCTCGAAGTGT3’ 5’ATCCCTGAAGTGCTCATTATA3’ 
Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées en PCR 
 
3) Western-blot 
	
Les protéines (30 µg) sont séparées par SDS-PAGE et transférées sur membrane de 
nitrocellulose. La membrane est incubée avec les anticorps dirigés contre les protéines α-SMA 
(1/2000; Dako), Caspase-3, PARP (1/1000; Cell Signaling) ou α-Tubulin (1/2000; Sigma-
Aldrich), toute la nuit à 4°C, puis avec l’anticorps secondaire conjugué à l’HRP (1/10000; Cell 
Signaling) ou avec les anticorps secondaires de l’Odyssey (LI-CORâ), pendant 1 heure à 
température ambiante. Le signal est révélé par chimioluminescence (ECL prime, GE 
Healthcare) ou par le scanner infrarouge LI-COR-Odyssey (LI-CORâ). L’intensité du signal a 
été quantifiée à l’aide du logiciel Image Studioâ. 
	
4) Ezyme Linked ImmunoSorbent Assay. 
 
Les dosages ELISA du VEGF (R&D Systems) et du collagène 1 (Cloud-clone) ont 
été réalisés à partir du milieu conditionné des MFPs (surnageant de 24h de culture) en se 
référant aux instructions du fournisseur. 
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5) Prolifération cellulaire 
 
La prolifération des MFPS Sham et BDL a été analysée par immunofluorescence 
du Ki67. Après fixation avec du paraformaldehyde à 4% pendant 15 min, les cellules sont 
incubées avec un anticorps anti-Ki67 conjugué à l’Alexa Fluor 488 (1/50, Cell Signaling) 
toute la nuit à 4°C. Le DAPI a été utilisé pour le marquage nucléaire. Les cellules Ki67 
positives ont été comptées dans 5 champs aléatoires au grossissement x20 en utilisant le 
logiciel ImageJ et reporté au nombre total de cellules (%). 
 Pour l’analyse de la prolifération par incorporation d’EdU, nous avons utilisé le kit 
Click-itâ EdU Microplate Assay (ThermoFisher scientifique) en se référant aux 
instructions du fournisseur. 
 La prolifération a également été étudiée à l’aide du système xCELLigence RTCA 
(ROCHE) qui permet de suivre les changements dynamiques de la prolifération cellulaire 
par mesure de l’impédance électrique. Pour cela, les cellules sont ensemencées dans des 
E-plate 96 (ROCHE) dont le fond de chaque puits est recouvert de micro-électrodes d’or. 
L’impédance mesurée dépend de la surface recouverte par les cellules et est exprimée en 
cell index. 
6) Migration cellulaire 
 
La technique du Wound-healing a été réalisée avec les culture-inserts 2 puits Ibidi. 
A confluence, les inserts sont retirés afin de créer la brèche et la migration est enregistrée 
pendant 24h par video-microscopie. Ces expériences sont réalisées en présence de 2µg de 
mitomycine C afin d’inhiber la prolifération. La surface recouverte entre les deux fronts 
de migration est mesurée avec le logiciel ImageJ. 
 La migration a également été étudiée avec le système xCELLigence RTCA 
(ROCHE). Les cellules sont ensemencées dans des CIM-plate et les changements 
d’impédance dépendent du nombre de cellules migrant à travers la membrane située entre 
la chambre supérieure et la chambre inférieure (principe de la chambre de Boyden). Les 
données sont analysées après 8h de migration. 
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7) Matrigel-plug 
 
Les implants de Matrigel sont obtenus en mélangeant 400μl de growth factor- 
reduced Matrigel (VWR) avec 5 IU d’héparine et 100μl de milieu conditionné issus des 
MFPs. Ils sont ensuite injectés en sous-cutané chez des souris C57BL/6J sauvage (Janvier 
Labs). Tous les animaux reçoivent une injection de Matrigel-plug dans chaque flanc. 7 
jours après l’injection, les implants sont retirés pour une analyse macroscopique et un 
dosage d’hémoglobine est effectué à l’aide de la solution de Drabkin (Sigma-Aldrich). 
8) Analyse statistique 
 
Le logiciel GraphPad Prism a été utilisé pour réaliser l’analyse statistique. Les 
comparaisons ont été effectuées à l’aide des tests de Student ou par ANOVA une voie. Les 
valeurs P inférieures ou égales à 0,05 sont considérées comme significatives. Toutes les 
données sont exprimées par la moyenne ± SEM. 
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C) Résultats 
 
1) Caractéristiques phénotypiques des MFPs activés in vivo 
 
Pour connaître les caractéristiques phénotypiques des MFPs activés in vivo nous avons 
comparé les MFPs issus des rats BDL et issus de rats sham. L’analyse de l’expression de Acta2 
et Col1a1 par RT-qPCR montre que ces deux marqueurs de myofibroblastes sont surexprimés 
dans les MFP BDL par rapport aux MFPs sham (figure 9 A). Cette surexpression se traduit par 
une augmentation d’expression de la protéine aSMA (figure 9 B) et d’une augmentation de la 
sécrétion de collagène 1 (figure 9 C). Les MFPs issus de rats BDL, dont le niveau de 
différenciation myofibroblastique est supérieur à celui des MFPs issus des rats sham, ont donc 
été utilisés comme modèle de MFPs activés in vivo. 
 
 
 
Figure 9 : Expression des marqueurs myofibroblastiques des MFPs activés in vivo 
Les MFPs obtenus à partir des rats sham ou des rats BDL J14 ont été comparés pour (A) l’expression 
par RT-qPCR des ARNm Acta2 et Col1a1 (n=9-13), (B) l’abondance de protéine aSMA par Western-blot (n=5) 
et (C) la sécrétion de collagène quantifiée par dosage ELISA du surnageant (n=3-5). *P<0,05.  
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Nous avons également étudié la capacité angiogénique, proliférative et migatoire des 
MFPs activés in vivo. 
L’expression de l’ARNm Vegf (figure 10 A) et la sécrétion du VEGFA (figure 10 B) 
sont augmentées dans les MFPs BDL. Nous avons réalisé des expériences de Matrigel-plug afin 
de tester le pouvoir angiogénique de ces cellules in vivo. L’analyse macroscopique montre une 
vascularisation plus importante dans les implants contenant le milieu conditionné des MFPs 
BDL par rapport aux implants préparés avec le milieu conditionné des MFPs Sham (figure 10 
C). Ces résultats sont confirmés par une concentration en hémoglobine plus importante dans 
les implants issus des MFPs BDL (figure 10 C). 
 
 
 
Figure 10 : Capacité angiogénique des MFPs activés in vivo 
Les propriétés des MFPs sham et des MFPs BDL J14 ont été analysées par (A) mesure de l’expression 
de l’ARNm Vegf par RT-qPCR (n=13-18), (B) étude de la sécrétion du VEGFA par ELISA dans le milieu 
conditionné (n=8-9) et (C) de la concentration en hémoglobine dans les matrigel-plug (n=5-11). Les explants de 
matrigel-plugs sont également montrés. * P<0,05, **P<0,01. 
 
La prolifération a été étudiée par détection du nombre de cellules Ki67-positives (figure 
11 A). On observe que la prolifération induite par le SVF est moins importante dans les MFPs 
BDL que dans les MFPs Sham. 
L’analyse de la migration par wound healing met en évidence une diminution de la 
capacité migratoire des MFPs activés in vivo. En effet, la surface recouverte par les cellules 
après 24h de cicatrisation est 2 fois plus faible avec les MFPs BDL qu’avec les MFPs Sham 
(figure 11 B). 
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L’ensemble de ces résultats montre que les MFPs activés in vivo ont un fort potentiel 
pro-angiogénique alors que leurs fonctions de prolifération et de migration sont diminuées. 
 
 
 
Figure 11 : analyse de la prolifération et de la migration des MFPs activés in vivo 
La prolifération des MFPs sham et des MFPs BDL J14 induite par le SVF est mesurée par marquage 
immunofluorescent de la protéine Ki67 (A). Le nombre des cellules Ki67-positives (vert) est rapporté au nombre 
total de cellules (bleu) (n= 8-18). La migration des MFPs sham et des MFPs BDL est déterminée par un test de 
wound-healing (B). Les images en contraste de phase représentatives des résultats au temps 0h et 24h après la 
création de la brèche sont montrées. Le pourcentage de l’aire recouverte par les cellules est quantifié (n=7-10). 
***P<0,001.  
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2) Existence d’un stress du RE dans les MFPs activés in vivo 
 
Afin de déterminer s’il existe un stress du RE dans les myofibroblastes au cours de la 
fibrose, nous avons tout d’abord effectué un immuno-marquage de la protéine CHOP sur des 
coupes de foie de rats après 14 jours de BDL. Alors qu’aucun marquage de la protéine CHOP 
n’a été détecté sur les coupes de foie de rats sham, les coupes de foie de rats BDL montrent un 
marquage de la protéine CHOP localisé uniquement dans les espaces portes (figure 12 A). 
Pour confirmer la présence d’un stress du RE dans les MFPs, nous avons analysé 
l’expression de marqueurs du stress du RE dans les MFPs activés in vivo. Nos résultats montrent 
une augmentation de l’expression des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 dans les MFPs BDL 
(figure 12 B), suggérant l’activation d’un stress du RE, et plus particulièrement de la voie 
PERK, dans ces cellules. 
 
 
 
Figure 12 : Existence d’un stress du RE dans les MFPs activés in vivo 
(A) marquage immunohistochimique de CHOP sur des coupes de foie de rat sham et de rat BDL de 14 
jours. Les flèches montrent des cellules CHOP positives dans l’espace porte des foies fibreux de rat BDL, absent 
du foie de rat sham. Barre d’échelle 50µm. (B) analyse de l’expression par RT-qPCR dans les MFPs sham et les 
MFPs BDL des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 (n=8-15). *P<0,05, **P<0,01.  
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Afin de déterminer si le stress du RE observé dans les MFPs BDL pouvait être dû à leur 
forte activité de synthèse protéique, nous avons inhibé cette synthèse protéique avec la 
cycloheximide (CHX). On observe que ce traitement diminue fortement l’expression de Chop 
et Trb3 et qu’il augmente l’expression de GADD34 (figure 13). 
 
 
 
Figure 13 : Effet de l’inhibition de la synthèse protéique sur le stress du RE dans les 
MFPs activés in vivo 
Analyse de l’expression par RT-qPCR des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 dans les MFPs BDL traités ou 
non à la cyclohéximide, (n=3). *P<0,05, ***P<0,001. 
 
3) Effet de l’induction du stress du RE sur les fonctions des MFPs 
 
Afin de déterminer les effets du stress du RE sur les MFPs, nous avons utilisé une 
première approche au cours de laquelle le stress du RE est induit in vitro dans les MFPs par un 
inducteur chimique, la tunicamycine. Cet inducteur chimique bloque la N-glycosylation des 
protéines et empêche leur maturation, provoquant ainsi un stress du RE. Comme attendu la 
tunicamycine induit un stress du RE dans les MFPs, mis en évidence par une forte augmentation 
de l’expression des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 (figure 14 A). 
Le traitement par la tunicamycine des MFPs n’a pas d’effet sur l’expression des ARNm 
Acta2 ou de Col1a1 (figure 14 B) ni sur la sécrétion de COL1 (figure 14 C).  
En revanche, la tunicamycine induit une augmentation de l’expression de l’ARNm Vegf 
(figure 14 D) et de la secrétion de VEGFA (figure 14 E), qui est associée à une augmentation 
de la vascularisation des matrigel-plugs préparés avec le milieu conditionné des MFPs traités 
par la tunicamycine (figure 14 F). 
Le traitement par la tunicamycine entraine une inhibition de la prolifération des MFPs, 
comme indiqué par les expériences réalisées avec le système xCELLigence ou l’incorporation 
d’EdU (figure 14 G). Cette inhibition de la prolifération n’est pas associée à une induction de 
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l’apoptose, par la tunicamycine qui n’induit pas d’activation de la caspase 3 ni de PARP (figure 
14 H). 
Les analyses de migration montrent une diminution des capacités migratoires des MFPs 
traités par la tunicamicyne (figure 14 I). 
L’ensemble de ces résultats montre que le stress du RE induit in vitro par la 
tunicamycine stimule l’angiogenèse des MFPs et diminue la prolifération et la migration de ces 
cellules.  
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Figure 14 : Effet du stress du RE induit par la TM sur les MFPs 
Les MFPs traités avec du DMSO utilisé comme véhicule ou la TM sont comparés pour (A) l’expression 
des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3, (B) l’expression des ARNm Acta2 et Col1a1par RT-qPCR (n=11-16) et (C) la 
sécrétion de COL1 (n=4). Les propriétés angiogéniques des MFPs traités avec du DMSO ou la TM ont été étudiées 
par (D) mesure de l’expression du Vegf (n=10-13), (E) sécrétion du VEGFA dans le surnageant de culture (n=4-
5) et (F) par test matrigel-plugs (n=4). La prolifération induite par le SVF dans les MFPs traités avec du DMSO 
ou la TM a été analysée par (G) mesure de l’impédance électrique avec le système xCELLigence (panel de gauche, 
n=9) et par incorporation d’EdU (panel de droite, n=8). Les données sont exprimées en valeur relative, par 
rapport aux MFPs traités avec DMSO sans SVF. (H) L’expression des protéinse Caspase 3 et PARP a été analysée 
par western-blot. (I) La migration des MFPs traités avec du DMSO ou la TM a été analysée avec le système 
xCELLigence (panel de gauche, n=12) et par wound healing (panel de droite, n=5). *P<0,05, ** P<0,01, 
***P<0,001. 
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4) Effet de l’inhibition du stress du RE dans les MFPs activés in vivo 
	
Afin de confirmer les résultats observés lors de l’induction du stress du RE par la 
tunicamycine, nous avons réalisé une inhibition du stress du RE dans les MFPs activés in vivo 
à l’aide d’un inhibiteur spécifique de PERK, le GSK2656157. Comme attendu, le traitement 
par le GSK2656157 induit une diminution de l’expression des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 
dans les MFPs BDL (figure 15 A). 
L’expression des marqueurs myofibroblastiques Acta2 et Col1a1 n’est pas modifiée par 
l’inhibition du stress du RE dans les MFPs BDL traités par le GSK (figure 15 B). 
L’expression et la sécrétion du VEGF sont diminuées lorsque l’on inhibe le stress du 
RE dans les MFPs BDL (figure 15 C et D). On observe également une diminution de la 
vascularisation des implants de Matrigel (figure 15 E). 
De plus, le traitement des MFPs BDL par le GSK restaure partiellement la prolifération 
et la migration des cellules (figure 15 F et G). 
Dans leur ensemble, nos résultats montrent que le stress du RE qui accompagne 
l’activation in vivo des MFPs, n’a pas d’effet sur la différenciation myofibroblastique des MFPs 
mais qu’il stimule le potentiel pro-angiogénique de ces cellules et qu’il inhibe leur prolifération 
et leur migration.  
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Figure 15 : Effet de l’inhibition du stress du RE sur les MFPs activés in vivo 
Les MFPs BDL sont traités avec du DMSO ou avec l’inhibiteur de PERK GSK2656157 (GSK) et 
comparés entre eux pour (A) l’expression des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3 et (B) pour l’expression des ARNm 
Acta2 et Col1a1 par RT-qPCR (n=12-13). L’effet du traitement par le GSK a été analysé sur les propriétés 
angiogéniques de MFPs BDL par mesure (C) de l’expression de l’ARNm Vegf (n=13), (D) de la sécrétion du 
VEGFA (n=9) et par (E) test de Matrigel-plugs (n=5), (F) sur la prolifération induite par le SVF mesurée par 
marquage de la protéine Ki67 (n=12) et (G) sur la migration par analyse wound healing (n=7-14). *P<0,05, ** 
P<0,01, ***P<0,001. 
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D) Discussion 
 
Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés au rôle du stress du RE dans les 
myofibroblastes portaux. Nous montrons que l’activation in vivo des MFPs est associée à un 
stress du RE et que le stress du RE stimule le pouvoir pro-angiogénique des MFPs et régule de 
façon négative la prolifération et la migration de ces cellules. 
L’analyse in situ de CHOP dans le foie des rats BDL montre la présence de cellules 
CHOP positives dans les espaces porte. Même si des expériences de co-marquage avec aSMA 
sont nécessaires pour affirmer que ces cellules sont des myofibroblastes, l’induction des 
marqueurs Chop, Gadd34 et Trb3 dans les MFP isolés des rats BDL indique qu’un stress du 
RE existe bien dans ces cellules au cours de la fibrose. Une précédente étude a montré 
l’existence d’un stress du RE dans les CEF isolées de souris intoxiquées par l’alcool (110). Plus 
récemment, Koo et al. ont mis en évidence un marquage p-PERK des cellules aSMA positives 
dans le foie de souris CCl4 (106). Bien que les myofibroblastes soient principalement issus des 
CEFs dans ce modèle, on ne peut exclure la présence de MFPs parmi ces cellules p-PERK-
positives, aSMA-positives. Les MFPs activés in vivo montrent une activation spécifique de la 
voie PERK, 14 jours après BDL. Cependant, il n’est pas exclu que d’autres voies de l’UPR 
s’activent dans les MFPs à d’autres stades de fibrose. En effet, il a été montré une cinétique 
d’activation différente des voies IRE1a et PERK, la voie IRE1a étant activée de manière 
précoce avant d’être inactivée alors que la voie PERK est induite plus tardivement et maintenue 
au cours du stress du RE (82). 
 
La très forte activité de synthèse et de sécrétion protéique des MFPs au cours de la 
fibrose pourrait être à l’origine du stress du RE dans ces cellules. Cette hypothèse est confirmée 
par nos expériences en présence de cycloheximide. En effet, l’inhibition globale de la synthèse 
protéique dans les MFP activés in vivo entraine une diminution des marqueurs de stress du RE. 
L’analyse de la morphologie et du volume du RE pourrait appuyer cette hypothèse. D’autres 
facteurs sont susceptibles d’induire un stress du RE dans les MFP. Dans les hépatocytes, 
l’activation du stress du RE au cours de la fibrose a été imputée à des modifications du 
microenvironnement, notamment l’inflammation ou l’hypoxie. Des résultats préliminaires 
suggèrent que ces deux processus pourraient aussi participer à l’induction du stress du RE dans 
les MFPs. En effet, le LPS et l’hypoxie stimulent l’expression des marqueurs de stress du RE 
dans les MFPs in vitro (résultats non montrés). 
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Dans cette étude, nous n’avons pas mis en évidence de relation entre le stress du RE et 
la différenciation myofibroblastique. Ces résultats diffèrent de ceux obtenus dans les CEFs par 
d’autres équipes. Ainsi, Hernandez-Gea et al. ont montré que l’activation des CEFs serait 
dépendante du stress du RE via un mécanisme impliquant la voie IRE1a de l’UPR et 
l’activation de l’autophagie (110). Mais si la voie IRE1a est activée précocement, on ne peut 
exclure que ces mécanismes s’appliquent aux MFPs dont nous n’avons pas étudié l’activation 
précoce dans ce travail. Une autre étude montre que la différenciation myofibroblastique de 
CEFs serait due à la levée d’inhibition de la voie Smad2 (106). Néanmoins, un effet délétère 
du stress du RE dans les CEFs myofibroblastiques a également été rapporté. En effet, les CEFs 
myofibroblastiques expriment le récepteur cannabinoïde qui lorsqu’il est activé par son ligand 
induit un stress du RE conduisant à l’apoptose des CEFs myofibroblastiques (157). De même, 
l’induction d’un stress du RE par la tunicamycine entraine l’apoptose des CEFs (158, 159). 
Enfin, une étude suggère que le stress du RE pourrait être impliqué dans l’apoptose des CEFs 
au cours du processus de résolution de la fibrose obtenue après dérivation de la bile dans le 
modèle BDL (159). Contrairement à ces études, nos résultats montrent que, dans les MFPs, le 
stress du RE n’induit pas l’apoptose, malgré l’induction de CHOP. 
 
Nos résultats montrent que le stress du RE régule de façon négative la prolifération et 
la migration des MFPs. L’inhibition de la prolifération est indépendante d’une induction de la 
sénescence dans ces cellules (résultats non montrés) et ses mécanismes restent à déterminer. 
Néanmoins, elle pourrait s’expliquer par l’augmentation d’expression de Trb3 dans les MFPs 
activés in vivo, cette protéine ayant été décrite comme un régulateur négatif d’Akt. Il a ainsi été 
récemment montré que la diminution d’expression de Trb3 dans des cellules était associée à 
une hyperphosphorylation d’Akt et à une augmentation de la prolifération de ces cellules (160). 
De plus, d’autres études montrent également une implication spécifique de PERK dans l’arrêt 
du cycle cellulaire induit par l’UPR notamment par l’inhibition de l’accumulation de la cycline 
D1 entrainant un arrêt du cycle cellulaire (89). Néanmoins, la plupart des études établissant un 
lien entre le stress du RE et la prolifération et la migration cellulaire ont été effectuées dans un 
contexte tumoral et décrivent un effet positif du stress du RE, et notamment de la voie PERK, 
sur la prolifération et la migration des cellules (92, 161, 162). 
 
L’expression et la sécrétion du VEGF sont augmentées dans les MFPs subissant un 
stress du RE (MFPs BDL, MFP traités à la tunicamycine). Cela est en accord avec les données 
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de la littérature qui montrent que les différentes voies de l’UPR stimulent l’expression du VEGF 
(118, 125, 163). 
 
En résumé nos résultats montrent que la voie PERK de l’UPR, induite dans les MFPs 
activés in vivo, régule négativement la prolifération et la migration des MFPs, alors qu’elle 
stimule les capacités angiogéniques de ces cellules. Les autres voies de l’UPR ne semblent pas 
impliquées puisque nous n’avons pas mis en évidence de modification des différentes protéines 
des voies ATF6 et IRE1. Par ailleurs, l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de PERK in vitro 
restaure partiellement la prolifération et la migration des MFPs et diminue leur pouvoir 
angiogénique. Néanmoins, des expériences en présence d’inhibiteurs spécifiques des 2 autres 
voies de l’UPR permettraient d’écarter complètement la contribution de ces voies au phénotype 
observé dans les MFPs activés in vivo. 
 
Le stress du RE semble d’une manière générale avoir un rôle pro-fibrosant durant les 
pathologies chroniques. En induisant l’apoptose des cellules épithéliales, il favorise la 
progression de la fibrose. Cet effet délétère du stress du RE dans les cellules épithéliales a été 
observé dans différents organes comme les poumons, le rein, l’intestin ou encore le foie (78, 
164-166). Le fait que le stress du RE soit impliqué dans l’activation des CEFs est également en 
faveur d’un rôle pro-fibrosant. Nos résultats montrent que le stress du RE inhibe la prolifération 
et la migration des MFPs, suggérant un contrôle négatif de la progression de la fibrose. En 
revanche, le stress du RE stimule les capacités pro-angiogéniques de nos cellules. Même si 
l’angiogenèse est plutôt décrite comme favorisant la fibrose certaines études montrent que 
l’inhibition de l’angiogenèse favorise la fibrose (18). L’impact de l’activation du stress du RE 
dans les MFPs sur la progression de la fibrose reste donc à déterminer in vivo. Pour cela, nous 
envisageons d’administrer l’inhibiteur de PERK aux rats BDL
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III) Effet de l’UDCA sur les MFPs activés in vivo 
	
A) Introduction 
	
L’UDCA est un acide biliaire hydrophile représentant 4% du total des acides biliaires 
chez un individu normal (127). L’UDCA est prescrit en clinique dans le cas de maladies 
hépatiques, notamment cholestatiques. Au niveau des hépatocytes, l’UDCA est conjugué à la 
taurine pour former le TUDCA ou à la glycine pour former le GUDCA, puis est exporté dans 
les voies biliaires. L’administration d’UDCA permet principalement par l’intermédiaire de ces 
conjugués, de réduire la toxicité du pool d’acides biliaires en augmentant le caractère 
hydrophile de ce dernier. L’UDCA est ainsi capable de ralentir la progression de la fibrose sans 
pour autant l’inhiber de façon très efficace. Il a été montré également que les conjugués de 
l’UDCA pouvait réguler certains processus cellulaires comme l’apoptose induite par le stress 
du RE, ou dans le cas du TUDCA directement moduler le stress du RE en agissant comme une 
protéine chaperonne (138). Les effets de l’UDCA ont particulièrement été étudiés dans les 
hépatocytes et les cholangiocytes dans lesquels l’UDCA diminue la mort cellulaire. Cependant 
l’UDCA est efficace uniquement pendant les stades précoces de la maladie et n’est pas capable 
de bloquer le développement de la fibrose. Or les principaux acteurs de la fibrose sont les 
myofibroblastes. Ces cellules sont responsables de la synthèse de la MEC et l’effet de l’UDCA 
sur ces cellules est peu étudié. L’UDCA est principalement administré lors de maladies 
biliaires, au cours desquelles les MFPs ont un rôle prépondérant. Ayant démontré que les MFPs 
subissaient un stress du RE dans un modèle de fibrose biliaire, nous nous sommes demandés si 
le TUDCA pourrait moduler le stress du RE et donc les fonctions des MFPs dans un sens qui 
expliquerait la faible efficacité de l’UDCA sur la fibrose. Pour cela nous avons étudié l’effet du 
TUDCA sur la différenciation myofibroblastique, le stress du RE et les fonctions des MFPs. 
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B) Matériel et méthodes 
 
Les MFPs sont isolés comme décrit ci-dessus à partir de rats BDL J14. Les cellules sont 
ensuite placées 24h dans un milieu sans sérum, avant d’être traitées ou non avec 1mM de 
TUDCA en milieu supplémenté. 
 
C) Résultats 
	
1) Inhibition du stress du RE par le TUDCA dans les MFPs activés in vivo 
	
Afin de se rapprocher de la clinique, nous avons étudié les effets du TUDCA sur les 
MFPs activés in vivo. En nous rapportant aux différentes études publiées nous avons choisi 
d’utiliser le TUDCA à la concentration de 1mM pour réaliser notre analyse. Le TUDCA est 
décrit comme ayant une action directe sur le stress du RE contrairement à l’UDCA qui agirait 
plutôt sur l’apoptose induite par le stress du RE (143). Afin de déterminer l’action du TUDCA 
sur le stress du RE dans les MFPs activés in vivo, nous avons étudié l’expression des ARNm 
Chop, Gadd34 et Trb3. L’expression de l’ARNm Chop semble diminuer dans les MFPs activés 
in vivo traité au TUDCA mais cette diminution n’est pas significative (p=0,539). L’expression 
des autres marqueurs du stress du RE, Gadd34 et Trb3 n’est pas modifiée par le TUDCA (figure 
16 A). Dans ces conditions, le traitement par le TUDCA n’a pas d’effet sur le stress du RE dans 
les MFPs activés in vivo. 
 
Le TUDCA ne modifie pas non plus l’expression des ARNm Acta2 et Col1a1 dans les MFPs 
BDL (figure 16 B). Il n’a donc pas d’effet sur la différenciation myofibroblastique des MFPs 
activés in vivo. Le TUDCA n’a pas non plus d’effet sur l’expression du VEGF dans les MFPs 
activés in vivo (figure 16 C). Les expériences de marquage du Ki67 et de wound healing 
montrent que le TUDCA ne modifie ni la prolifération ni la migration des MFPs BDL (figure 
16 D, E). L’ensemble de ces résultats montre que le TUDCA n’inhibe pas la voie PERK de 
l’UPR dans les MFPs activés in vivo et qu’il n’a pas d’effet sur les fonctions et la différenciation 
myofibroblastique de ces cellules. 
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Figure 16 : Effet du TUDCA sur les MFPs activés in vivo 
Le TUDCA est administré à 1mM et son effet sur les MFPs activés in vivo est analysé pour (A) 
l’expression des ARNm Chop, Gadd34 et Trb3, (B) l’expression des ARNm Acta2 et Col1a1 et (C) l’expression de 
l’ARNm Vegf par RT-qPCR (n=14-13). L’effet du TUDCA a été analysé, (D) sur la prolifération induite par le 
SVF mesurée par marquage de la protéine Ki67 (n=7) et (E) sur la migration par wound healing (n=5). Toutes 
les valeurs sont rapportées par la moyenne ± SEM; *P<0.05. 
 
D) Discussion 
	
Les études antérieures sur l’effet anti-fibrotique de l’UDCA se focalisent uniquement 
sur la capacité anti-apoptotique de cette molécule dans les cellules épithéliales. Or les 
myofibroblastes représentent les principaux acteurs de la fibrose et le stress du RE une 
composante importante de leur activation (106). Ces résultats montrent que le TUDCA n’a pas 
d’effet sur les fonctions ou la différenciation myofibroblastique des MFPs. 
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L’UDCA et ses conjugués sont souvent décrits comme des molécules chaperonnes 
capables d’inhiber le stress du RE (143) et sont administrés en clinique principalement lors de 
maladies cholestatiques. Dans ces maladies chroniques du foie la fibrose est associée à un stress 
stress du RE (101, 167, 168) conduisant à l’apoptose des cellules épithéliales (85) et à 
l’activation des CEFs (106, 110). Quelques études ont montré une inhibition du stress du RE 
par le TUDCA dans les cellules épithéliales (169-171). Nous avons montré que le TUDCA 
avait peu ou pas d’effet sur des marqueurs du stress du RE, la différenciation myofibroblastique 
et sur les principales fonctions des MFPs. Cependant, cela peut s’expliquer par l’absence de 
transporteur d’acides biliaires. En effet, il a été montré dans la littérature que les CEFs 
exprimaient seulement que très faiblement le transporteur OATP3 (153) permettant l’entrée de 
très faible quantité d’acides biliaires dans ces cellules. Nous avons analysé l’expression des 
principaux transporteurs d’acides biliaires dans les MFPs par RT-qPCR (données personnelles 
non montrées). Ces résultats préliminaires montrent que ces transporteurs ne sont pas exprimés 
dans les MFPs. L’entrée du TUDCA dans la cellule étant nécessaire pour que celui-ci exerce 
son rôle de molécule chaperonne (151) pourrait expliquer l’absence d’effet du TUDCA sur les 
MFPs. 
 
L’absence d’effet du TUDCA sur les fonctions des MFPs va à l’encontre d’un effet 
direct positif ou négatif sur la fibrose.  
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Troisième partie : 
Conclusion 
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Conclusion et perspectives 
	
L’ensemble de ces travaux a permis de mettre au point une méthode d’isolement des 
MFPs, simple, fiable, et reproductible utilisée pour l’étude in vitro de MFPs. Ils ont également 
permis de montrer l’existence d’un stress du RE dans les MFPs lors de la fibrose hépatique 
capable de réguler d’importantes fonctions cellulaires pouvant impacter l’évolution de la 
pathologie. Ces résultats ont notamment complété les travaux réalisés au laboratoire sur 
l’implication des MFPs dans l’angiogenèse en démontrant l’importance du stress du RE dans 
ce mécanisme. Nous avons également démontré que le TUDCA n’avait pas d’effet sur le stress 
du RE ni sur les fonctions étudiées dans les MFPs isolés. 
 
Nos résultats montrent que la voie PERK de l’UPR, induite dans les MFPs activés in 
vivo, régule négativement la prolifération et la migration de ces cellules mais stimule leurs 
capacités angiogéniques. L’impact de l’activation du stress du RE dans les MFPs sur la 
progression de la fibrose reste à déterminer in vivo. Nous nous proposons donc d’étudier l’effet 
de l’inhibiteur de PERK dans le modèle de rats BDL. Le stress du RE présent lors des maladies 
hépatiques chroniques est principalement décrit comme un facteur pro-fibrosant (85). Plusieurs 
molécules ciblant le stress du RE sont actuellement à l’étude (172). L’inhibition du stress du 
RE dans la fibrose hépatique pourrait être une stratégie prometteuse et l’utilisation d’inhibiteurs 
pharmacologiques représente une approche simple et rapide. Néanmoins, l’administration d’un 
inhibiteur de PERK in vivo entrainerait une inhibition de PERK dans toutes les cellules 
hépatiques pouvant induire un biais dans l’interprétation de l’effet sur la fibrose. L’activation 
de PERK plutôt décrite dans les CEFs comme un facteur d’activation myofibroblastique (106) 
suggère un effet bénéfique de l’inhibition de cette voie. Bien que nos résultats dans le rat BDL 
semblent indiquer une activation de PERK restreinte à certaines cellules de l’espace porte, on 
ne peut négliger un effet de l’inhibition de cette voie sur les autres cellules du foie et de 
l’organisme. L’inhibition de PERK dans le foie sain entraine une perturbation de l’expression 
des gènes régulés par le stress cellulaire induit par les changements physiologiques ce qui 
conduit à l’apoptose des hépatocytes (173). De plus, l’administration d’un tel inhibiteur à long 
terme induit des effets secondaires considérables sur les fonctions pancréatiques, immunitaires 
et hépatiques (172). Par ailleurs, le facteur de transcritption ATF4 est un acteur central dans le 
devenir de la cellule et une modulation prolongée de ce facteur entraine une perturbation de 
l’homéostasie cellulaire de l’organisme. La diminution du niveau basal du facteur de 
transcription ATF4 entraine dans les hépatocytes en plus d’une perturbation du métabolisme 
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lipidique, une diminution de la synthèse des stéroïdes, une diminution de l’adhésion cellulaire 
et une diminution de la synthèse et de la sécrétion des acides biliaires (174). L’UPR joue un 
rôle important dans plusieurs fonctions clés du foie comme le métabolisme lipidique et les 
mécanismes de détoxification. L’utilisation d’inhibiteur de l’UPR dans l’étude de la fibrose 
hépatique nécessite donc une analyse minutieuse de l’effet hépatotoxique. De plus, l’inhibition 
pharmacologique de PERK présente quelques limites. Bien que l’inhibiteur de PERK 
GSK265657 présente une grande spécificité on ne peut exclure des interactions non spécifiques 
avec d’autres voies. D’autres approches peuvent être envisagées comme l’utilisation de siRNA 
ou d’un dominant négatif de PERK. Ces deux techniques présentent une plus grande spécificité 
que l’inhibiteur pharmacologique, mais leur utilisation reste limitée par leur faisabilité dans 
notre modèle expérimental. Afin de s’affranchir d’un effet délétère dû à l’inhibition de PERK 
in vivo, d’autres molécules ciblant spécifiquement GADD34 ou eIF2a, en aval de la voie 
PERK, pourrait également être utilisées mais leur effet devrait être déterminé in vitro sur les 
MFPs BDL avant d’envisager une utilisation in vivo.  
Malgré ces écueils, l’utilisation de l’inhibiteur de PERK dans le modèle de rats BDL 
devrait nous permettre de mieux comprendre le rôle du stress du RE dans les MFPs dans la 
fibrogenèse. 
 
Enfin, il serait intéressant d’étudier l’effet du stress du RE sur les myofibroblastes 
activés dans d’autres modèles de fibrose hépatique, afin de déterminer si les régulations mises 
en évidence dans notre étude peuvent être généralisées à l’ensemble des maladies chroniques 
du foie.  
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